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Uber den Zinkgehalt von menschlichen Pankreasdrisen 
Von 
J. Eisenbrand und M. Sienz 
Mit 4 Figuren im Text 





(Aus dem Pharmazeutischen Untersuchungslaboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
Frankfurt a. M.-H6chst) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1940) 


Inhaltsiibersicht 
Einleitung: 

Die Angaben in der Literatur iiber Unterschiede im Zinkgehalt der 
Pankreasdriisen von Diabetikern und Nichtdiabetikern erfordern eine Nach- 
priifung. 

I. Methodischer Teil — Mineralisierungsverfahren—Analysenverfahren. 
Ij. Auswertung der Analysenergebnisse. 
a) Zink bezogen auf die Frischdriise. 
b) Zink bezogen auf die fettfreie Driise. 
Bildung von Mittelwerten. Die fettfreie Driise als maBgebende Be- 
zugsgroBe. 
e) Statistik der Schwankungen im Zinkgehalt. — 


Ergebnis: Ein Unterschied im Zinkgehalt der Pankreasdriisen von 
Diabetikern und Nichtdiabetikern ist bei Betrachtung einer geniigend 
groBen Anzahl von Fallen nicht vorhanden. 


Ill. Zink und Insulin. — Die Léslichkeit des Zinks in Blut und Serum. — 
Speicherung. 

IV. Vergleich der Analysenergebnisse mit den in anderen Organen ge- 
fundenen Zinkgehalten. 

Zusammenfassung. 


Einleitung 


Der Zinkgehalt der Pankreasdriise gewann besonderes Interesse, seit- 
dem bekannt wurde’), daf krystallisiertes Insulin Zink enthilt. Dement- 
sprechend wurden von Scott und Fischer’) bereits 32 Analysen an Driisen 
von 18 Diabetikern und 14 Nichtdiabetikern durchgefiihrt und aus ihnen 
der Befund hergeleitet, dai der durchschnittliche Zinkgehalt diabetischer 
Pankreasdriisen die Hilfte von dem nichtdiabetischer Driisen ist. Fiir den 
Insulingehalt der gleichen Pankreasdriisen finden sie durchschnittlich beim 
Diabetiker nur '/, des Gehaltes, wie er bei Nichtdiabetikern gefunden wird. 

Ihre Resultate im einzelnen zeigen die folgenden zwei Tabellen. 

4) Seott u. Fisher, Biochemie. J. 29, I, 1048 (1935). 

?) Seott u. Fisher, Journ. clin. Invest. (Am.) 17, 725 (1938). 
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1) Seott u. Fisher, Biochemie. J. 29, I, 1048 (1935). 
*) Scott u. Fisher, Journ. clin. Invest. (Am.) 17, 725 (1938). 
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Zinkgehalt y/1¢g 
Frischdriise 


180 
130 
130 
130 
120 

90 
150 
200 
180 
140 
240 
100 
110 


Tabelle 1 
Nichtdiabetiker 
Zink in der Pankreasdriise nach Scott und Fisher 
ene Geschlecht Alter 
Nr. 
i m 12 
2 m 14 
3 m 15 
4 Ww 19 
5 m Bo 
6 Ww 35 
7 m 38 
8 m 47 
9 m 52 
10 m 55 
11 m 56 
12 m 60 
13 m 72 
14 m 7D 











100 


Mittel 140 


In der Mehrzahl der Fille handelt es sich um Todesfille durch Unfall 
oder andere gewaltsame Ursachen von sonst gesunden Menschen. 




















Komplikationen abge- 


sehen von Diabetes 


Anurie 

Pneumonie 
Tuberkulose 
Septhaemie 
Hyperthyreoidismus 
Pneumonie 
Hypertension 
Coronarthrombose 
Nierentumor 
Septhaemie 
Carcinom 

Carecinom 
Arteriosklerose 
Arteriosklerose 
Auricular-Fibrillation 
chron. Myocarditis 


Tabelle 2 
Diabetiker 
Zink in der Pankreasdriise nach Seott u. Fisher 

Patient Ge- Kites Zink y/lg | Stirke d. 

Nr. {schlecht Frisehdriise Diabetes 

15 Ww 12 70 +++7%*) 

16 Ww 19 90 4 

17 m 28 90 olpe 

18 m 44 90 ++ 

19 m 46 60 ? 

20 m 55 100 + 

21 Ww 56 60 + 

22 m 56 50 + 

23 m 61 50 + Fett 

24 Ww 62 80 ? 

25 m 63 40 + 

26 Ww 63 50 ? Fett 

27 Ww 63 100 ? 

28 Ww 65 70 a. 

29 Ww 71 80 + 

30 m 72 40 ++ 

31 Ww 74 110 ? 

32 Ww 76 40 + + 











Mittel 70 
*) += leichter, + += méBig schwerer, + -++= schwerer Diabetes. 








Arteriosklerose 
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Bei diesen Fallen war der Diabetes mehr zusiitzliche als primire 
Todesursache, wie Spalte 6 zeigt. AuBer den in den vorstehenden Tabellen 
niedergelegten Analysen liegen noch 4 Analysen von R. E. Lutz’) vor mit 
folgenden Einzelwerten von y Zink pro 1 g Driise: 9,7; 10,2; 13,2; 16,4; 
im Mittel 12,4. Es ist nicht angegeben, ob es sich um Diabetiker oder 
Nichtdiabetiker handelt, wahrscheinlich aber um letztere (vgl. a. a. O., S. 201). 


Wie diese Resultate zeigen, sind erhebliche Schwankungen in den 
Zinkgehalten sowohl von Diabetikern als auch von Nichtdiabetikern vor- 
handen. La8t man zunichst zu, daB die quantitativ stark voneinander 
abweichenden Ergebnisse von Lutz und von Scott und Fisher auf der 
Verwendung verschiedener Analysenmethodik beruhen, so bleiben doch bei 


den Analysen eines Autors noch groSe Schwankungen bestehen, wie 
folgende Tabelle zeigt: 




















Tabelle 3 
eg ar | Autor Bemerkung 
y/1 g Driise all 
9,7—16,4 Lutz wabrscheinlich Nichtdiabetiker 
90—240 Seott u. Fisher Nichtdiabetiker 
40—110 ” ” Diabetiker 





Die Zinkgehalte in Pankreasdriisen sind also offenbar auch beim Nicht- 
diabetiker nicht eine Konstante, etwa wie die Konzentration des Natriums 
im Serum, sondern wesentlich gréBeren Schwankungen unterworfen. 


Von den 32 Fallen von Scott und Fisher liegen nun allein 10 (6 Dia- 
betiker und 4 Nichtdiabetiker), d. h. fast 1/, im Gebiet zwischen 90 und 1107, 
d. h.in dem Gebiet, in dem sich die Zinkgehalte der Driisen von Diabetikern 
und Nichtdiabetikern iiberdecken. Die Zahl der Fille, in denen sich beide 
unterscheiden, schrumpft damit auf 22 zusammen. Die einfache Mittel- 
wertsbildung fiir den Zinkgehalt der Driisen von Diabetikern einerseits und 


Nichtdiabetikern andererseits erscheint unter diesem Gesichtspunkt von 
zweifelhaftem Wert. 


Bei dieser Lage erschien es geboten, die Frage des Zink- 
gehaltes von Pankreasdriisen sowohl von Nichtdiabetikern als auch 
von Diabetikern einer erneuten Priifung zu unterziehen, und zwar 
unter Bearbeitung einer wesentlich gréBeren Zahl von Fillen. 


Wir haben daher auf Veranlassung von Herrn Prof. Dr. Dr. Lauten- 
schlager, dem wir auch an dieser Stelle fiir die stete Férderung dieser 
Arbeit danken, die folgenden analytischen Untersuchungen ausgefiihrt. Die 
Driisenpriiparate und die klinischen und Sektionsbefunde fiir diese Unter- 
suchungen wurden uns auf unsere Bitte von Herrn Prof. Dr. Fischer- 
Wasels, Direktor des Pathologischen Institutes der Universitit Frank- 
furt a. M. in entgegenkommender Weise zur Verfiigung gestellt, wofiir wir 
ihm auch an dieser Stelle unseren besten Dank aussprechen. 





*) The Journ. of Industrial Hygiene, VIII, 177 (1926). 
1* 
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I. Methodischer Teil 


In der Analyse von kleinen Zinkmengen sind seit dem Bekanntwerden 
der ,,Oxin‘“-Methode von R. Berg‘), sowie der Dithizon-Methode von 
H. Fischer’) groBe Fortschritté erzielt worden, die vor allem darin be- 
stehen, daf man die Analyse mit wesentlich kleineren Substanzmengen als 
friiher ausfiihren kann. Es wurden von uns beide Verfahren zur Anwen- 
dung gebracht. Die Resultate stimmen, wie wir spiter zeigen werden, be- 
friedigend iiberein. Von Analyse 41 ab haben wir dann ausschlieBlich das 
Dithizonverfahren in der Modifikation von Schwaibold, Bleyer und 
Nagel®*) verwendet, da es uns den Vorzug gréBerer Schnelligkeit bot. Im 
einzelnen wurde wie folgt verfahren: 


a) Ermittlung der Driisengewichte 


In einer 250 ecem fassenden Porzellankasserole (Rosenthal) mit Por- 
zellanspatel wird die Driise genau eingewogen (Gewicht der Frischdriise). 
Dann wird sie mit einer gut vernickelten Schere in erbsengroBe Stiicke 
zerschnitten. 

Hierauf wird auf dem Dampfbad vorgetrocknet, anschlieBend die 
Kasserole in ein vertieftes Sandbad eingebracht und bei 125° bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet (Gewicht der Trockendriise). Vortrocknung 
und Sandbadtrocknung erfordern im allgemeinen je 2 Tage. 


Aus den genannten beiden Wigungen ergibt sich dann durch Differenz- 
bildung der Wassergehalt, wie ihn die Tabellen 10 u. 11 verzeichnen. 

Die Trockendriise wird dann, wie spiter beschrieben ist, mineralisiert. 
Da sich im Laufe der Untersuchungen zeigte, daf die Driisen sehr wech- 
selnden Fettgehalt besaBen und stark fetthaltige Driisen besonders schwer 
zu mineralisieren waren, s0 wurde von uns gepriift, ob der Fettanteil Zink 
enthielt. Die Priifung ergab, da’ die Zinkmengen im Fettanteil gegeniiber 
dem Zink in der iibrigen Driise vollstindig zu vernachlissigen waren, da 
selbst bei Analysierung von 30¢ Fett nie meBbare Uberschreitungen des 
Blindwertes der Reagentien gefunden wurden. Nach dieser Feststellung 
wurde nun von Analyse 53 an zwischen Trocknung und Mineralisierung 
eine Fettextraktion eingeschoben, wobei, wie folgt, verfahren wurde: 

Aus der Trockendriise wird das Fett durch erschépfenden Auszug mit 
Methylenchlorid entfernt. Hierzu sind im allgemeinen 5 Extraktionen mit 
je 60 ccm ausreichend. Die vereinigten Ausziige werden in einen tarierten 
Kolben filtriert, das Filtrat wird dann auf dem Dampfbad eingedunstet, 
ansehlieBend noch getrocknet und gewogen (Gewicht des Fettes). In der 
Porzellankasserole wird der Riickstand einschlieBlich dem bei der Extraktion 
beniitzten Filter bis zur Gewichtskonstanz bei 100° getrocknet, wozu im 
allgemeinen 2 Tage erforderlich sind. Dann wird gewogen und vom ermit- 
telten Gewicht das vorher festgestellte Gewicht des Filters abgezogen (Ge- 


4) Das Oxychinolin, ,,Oxin“, F. Enke, Stuttgart 1935. 

5) Z. anal. Chem. 81, 409 (1930); H. Fischer u. Gr. Leopoldi, 
Z. anal. Chem. 107, 241 (1936). 

6) Biochem. Z. 8. 297, 324 (1938); Sechwaibold u. A. Lesmiiller, 
Biochem. Z. 300, 331 (1939). 
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wicht der Trockendriise ohne Fett). Das Gewicht der fettfreien Driise 


ergibt sich aus dem Gewicht der Frischdriise abziiglich dem Gewicht des 
Fettes. 


b) Mineralisierverfahren 


Mit Ausnahme von Scott und Fisher, die die Driisen lediglich einer 
Salzsiureextraktion unterwerfen und den Extrakt auf Zink analysieren, 
schalten die Bearbeiter der Zinkanalyse eine Mineralisierung vor, wobei das 
Verfahren wechselt. 


1. Verfahren. Bevor wir den Einflu8 des Fettes auf die Minerali- 
sierung erkannt und durch die Fettextraktion beseitigt hatten, wurde von 
uns die gesamte Trockendriise direkt mineralisiert. Wir fiihrten die trockene 
Veraschung nach E. Rost’) entsprechend den besonderen Angaben von 
J.Schwaibold und A. Lesmiiller®) durch. Die Driise wird bei niedriger 
Temperatur mineralisiert und anschlieBend wird mit wenig Salpetersiure 
abgeraucht, hierauf wird mit 25 cem 5/n-Salzsiiure aufgenommen, filtriert 
und in einem 50cem Mefbkolben mit Wasser zur Marke aufgefiillt. Der 
Zinkblindwert der Reagentien und Gerite wurde von uns in Rechnung 
gesetzt. Er betrug mit 0,7—-2,8 y ungiinstigstenfalls wenige Prozente des 
gesamten bestimmten Zinks. Teilweise wurden von uns nach dem Vorschlag 
von Rost Quarzschalen (Heraeus, Hanau) verwendet. Mit dem zunehmenden 
Umfang des zu analysierenden Materials gingen wir jedoch nach ein- 
gehenden Versuchen zu Mineralisierungen im Porzellantiegel (staatl. Por- 
zellan-Manufaktur, Berlin und Rosenthal) iiber, da sich zeigte, daB bei ihrer 
Verwendung der normale Blindwert der Reagentien nicht iiberschritten wurde. 


2. Verfahren. Beim Ubergang zu den Analysen der fettfreien Driisen 
und gleichzeitig zu dem weniger Substanz erfordernden Dithizon-Verfahren 
erwies sich die nasse Mineralisierung als besonders geeignet, da sie in 
unserem Fall eine raschere Aufarbeitung als das trockene Verfahren ge- 
stattete. Das nasse Verfahren wurde daher von Analyse 53 an ausschlief- 
lich angewendet. Die Vorschrift ist folgende: 


2g der fettfreien gepulverten Trockendriise werden in einem 500 ccm 
fassenden Kjeldahlkolben mit 10 cem Schwefelsiure auf kleiner Flamme 
vorsichtig verkohlt, dann 148t man abkiihlen und versetzt mit 1 cem rauchender 
Salpetersiure. Hierauf erhitzt man langsam mit kleiner Flamme bis zum 
Auftreten weiSer Dimpfe. Nach dem Abkiihlen wird noch 4mal mit je 
1 cem rauchender Salpetersiure wie vorher behandelt. Nachdem die Mischung 
klar und farblos geworden ist, setzt man unter Kiihlung in Eiswasser 2 mal 
je 50ccm Wasser zu und kocht bis zum Auftreten weiBer Dimpfe. Nach 
dem Erkalten spilt man in einen 50 cem-MeBkolben um und fiillt mit 
destilliertem Wasser zur Marke auf. 


c) Analysenverfahren 


1. Die Oxychinolin-Methode. Von der salzsauren Lisung, die 
nach dem ersten Mineralisierverfahren erhalten wurde, werden 25 cem in 





‘) Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 29, 249 (1919), vgl. auch Danckwortt 
u. Ude, Arch. d. Pharm. und Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 264, 712 (1926). 
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einem 100 ccm Becherglas mit 5 g Natriumacetat versetzt. Hierauf gibt man 
20°/,iges Ammoniak bis zur ganz schwach sauren Reaktion zu und bringt 
durch Zugabe von 3—4 cem verdiinnter Essigsiiure auf einen Gehalt von 

2—3°/, Essigsiiure. Nach dem Erwirmen auf etwa 60° wird die Fillung 
mit einer 3°/,igen alkoholischen Oxychinolinlésung in geringem UberschuB 
(Priparat von Merck) ausgefiihrt, von welcher etwa 4—5 cem erforderlich 
sind. Nach kurzem Aufkochen wird zum Absitzen des Niederschlages etwa 
2 Stunden stehen gelassen. Den Niederschlag sammelt man dann auf einem 
kleinen Glasfilter (Schott, G3) und wischt mit 40 cem heiBem Wasser aus, 
wobei zuletzt das Filtrat farblos wird. Nun lést man den Niederschlag auf 
dem Filter mit 20 ccm 2/n-Salzsiiure und spiilt mit 30 cem warmem Wasser 
nach in eine 200 cem fassende Glasstépselflasche. Nach dem Erkalten setzt 
man zu dem klaren gelblichen Filtrat 2 Tropfen einer 0,2°/, igen alkoholischen 
Methylrotlésung und 1 g Kaliumbromid zu und titriert langsam tropfenweise 
mit 0,1/n-Kaliumbromatlésung von rot auf die friihere gelbe Farbe. Nun 
gibt man 0,5 g Jodkalium und noch 2 ccm 0,1/n-Kaliumbromatlésung im 
Uberschu8 zu und titriert, wobei der schokoladenbraune Niederschlag wieder 
in Lésung geht, mit 0,1/n-Natriumthiosulfatlésung bis die Lésung ‘klar ge- 
worden ist und nach Zusatz von Stirkelésung als Indikator zu Ende. Die 
verbrauchten cem 0,1/n-Kaliumbromatlésung abziiglich der verbrauchten 
eem 0,1/n-Natriumthiosulfatlésung ergeben die Menge des vorhandenen Zinks. 


1 cem 0,1/n-Kaliumbromatlésung = 0,817 mg Zink. 


2. Die Dithizon-Methode. Reagens: Dithizon (pro analysi-Priipa- 
rate von Merck, Schering-Kahlbaum u. Schuchardt) etwa 5—20 mg 
in 100cem Tetrachlorkohlenstoff (pro analysi Merck) geldst. 


5eem der nach Durchfiihrung des 2. Mineralisierverfahrens erhaltenen 
sauren Lésung wurden in einem 100 cem fassenden Scheidetrichter mit 
50 eem reinsten, metallfreien Wassers verdiinnt. ZweckmiBig destilliert man 
das destillierte Wasser kurz vor der Verwendung nochmals aus einer 
Apparatur aus Jenaer Glas. Dann wird diese verdiinnte saure Liésung mit 
2eem Dithizonlésung ausgeschiittelt. 


Diese Vorbehandlung ist unbedingt nétig, da sichergestellt sein muB, 
da8 vor Eintritt in die Zinkanalyse keine stérenden Metalle anwesend 
sind. Fir Organe wurde nun von Rost’) das Kupfer allgemein als Be- 
gleiter des Zinks festgestellt. Bei unseren Driisen war Kupfer, wie wir 
feststellten, allerdings nur in einzelnen Fillen in gegeniiber dem Zink 
merklichen Mengen vorhanden. Hier wurde dann die Behandlung der 
sauren Lésung mit Dithizon iaicaiabiti bis die Dithizonlésung griin und 
klar war. 


Ist die Dithizonlésung griin und klar, so wird die im Scheidetrichter 
von ihr abgetrennte saure wiBrige Lésung mit 3ccm 20°/,iger Seignette- 
salzlésung und so viel wiBrigem Ammoniak versetzt, bis sie deutlich alkalisch 
gegen Thymolblau geworden ist. Nun wird unter jedesmaliger Zugabe 
weniger Kubikzentimeter so lange mit Dithizonlésung ausgeschiittelt, bis 
diese farblos oder schwach griin bleibt. Die vereinigten Dithizonausziige 
werden nun in einem Scheidetrichter mit je 10 ccm Natriumsulfidlésung 
(0,4: 1000) bis zur Farblosigkeit der Waschfliissigkeit gewaschen und mit 
metallfreiem destillierten Wasser noch 1—2 mal nachgewaschen. 





Uber den Zinkgehalt von menschlichen Pankreasdriisen 7 


Von der rotgefirbten Dithizon-Zinklésung wird je nach Farbe und 
Menge der Fliissigkeit das Ganze oder eine entsprechende Anzahl cem auf 
60 ccm mit reinstem Tetrachlorkohlenstoff aufgefiillt. 

Die photometrische Messung wird im Pulfrichphotometer mit Filter 
S 53 unter Verwendung von Fliissigkeitstrégen der Schichtdicke 1 cm 
durehgefiihrt. 

Die Zinkwerte werden der Eichkurve von Schwaibold, Bleyer und 
Nagel®) dann direkt entnommen. Der Reagentienblindwert wird in Abzug 
gebracht. Zur Bestimmung gelangen meist zwischen 25—60 y Zink. Wie 
mehrfache Kontrollanalysen zeigten, ergab sich stets innerhalb 5 und 10°, 
relativem Fehler Ubereinstimmung zwischen in die Analyse gegebenem und 
gefundenem Zink. 


Die Tab. 4 gibt einen Vergleich der Mineralisierverfahren, wobei die 
Bestimmung mit Dithizon ausgefiihrt wurde. 


Tabelle 4 
y Zink/1g Frischdriise 
A = Analysen-Nr. B = trockene Veraschung C = nasse Mineralisierung 



































A D7 58 59 60 61 62 63 64 65 
B 15,3 | 22,3 | 17,6 | 160 }| 16,5 | 12,2 7 19,3 16,9 | 15,3 
C 16,8 | 22,5 | 17,9 | 18,7 | 14,9 | 11,0 | 20,4 16,4 | 15,5 


Die Tab. 5 gibt einen Vergleich der Oxin- mit der Dithizon-Methode. 


Tabelle 5 
y Zink/1 g Frischdriise 














Analysen- Oxin- Dithizon- | Analysen- Oxin- Dithizon- 
Nr. Methode Method Nr. Methode Methode 
5 12,1 13,8 31 9,3 12,3 
10 13,3 15,1 33 26,7 28,4 
12 23,6 24,0 34 15,4 15,6 
15 15,3 17,9 35 13,9 13,5 
20 22,5 24,6 36 15,2 17,1 
25 28,5 25,0 37 27,7 31,5 
27 70,1 63,2 38 35,6 36,5 
28 13,5 16,0 39 28,5 26,8 
29 24,6 25,6 40 7,9 8,5 

30 18,2 16,4 

















Die Ubereinstimmung zwischen beiden Verfahren ist befriedigend. 
Von Analyse 41 an wurde nur noch die Dithizon-Methode ausgefiihrt. Die 
Analysen von 1—27 wurden mit der Oxin-Methode ausgefiihrt und zu den 
Auswertungen verwendet. Hier wurden die Dithizonanalysen erst nach- 
triiglich gemacht. Von Analyse 27—40 wurde jeweils der héhere Analysen- 
wert zu den Auswertungen verwendet; es kommen hier also noch 5 Ana- 
lysen mit Oxin in Betracht. 
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II. Auswertung der Analysenergebnisse 
a) Die Zinkgehalte, bezogen auf die Frischdrise 
Zunichst sind die Ergebnisse in den folgenden Tab. 6 und 7 zu- 
sammengestellt: 
Tabelle 6 
Nichtdiabetiker (53 Falle) 
| + Gesamt- Zink - 
a2 1/05 der Driise Frisch- Pnovae 
5 q g mg driise Sektionsbefund 
2 m 61 88,2 1,84 20,8 Lungenembolie nach 
Prostata-Operation 
3 m 9 36,7 1,76 48,0 Schwere Diphtherie, 
Myocarditis 
4 w 21 35,0 2,60 74,4 Lungentuberkulose, 
Kleinhirntuberkulose 
6 Ww 33 44,1 1,37 31,2 Peritonitis nach Chole- 
cystektomie 
7 W 64 24,2 0,395 16,4 Ca. der Vaterschen Pa- 
; pille, Ikterus 
8 m 53 50,6 0,999 19,7 Mal. Nierensklerose, 
Uraem. Coma 
9 Ww 52 23,1 0,960 41,6 Oesophagus-Ca. 
11 Ww 29 $13 1,89 60,4 Leberkrebs, Graviditit 
13 m 69 27,0 0,265 9,8 Ca. der Papilla Vateri, 
Lebermetastasen 
15 m 70 713 1,09 15,3 Lungentuberkulose 
16 m 53 87,3 2,68 30,7 Aplast. Aniimie nach 
Benzol 
17 m 32 79,7 14,9 187,0 Endoearditis lenta 
19 Ww 56 62,7 0,449 7,2 Mitralstenose 
20 Ww 46 38,3 0,860 22,5 Apoplexie 
22 m 65 56,4 2,58 45,8 Herzhypertrophie mit 
Stauung 
26 m 19 64,8 1,77 27,3 Lungentuberkulose 
27 m 18 47,5 3,38 70,1 Lungentuberkulose 
33 Ww 40 119,8 3,40 28,4 Lungenembolie nach 
Partus 
35 m 65 129,8 1,80 13,9 Hirnerweichung (Hoch- 
druck) 
38 Ww 23 57,0 2,08 36,5 Lungentuberkulose 
4] m 49 82,4 1,04 12,6 Aortenstenose 
44 w 32 49,9 1,25 25,1 Lungentuberkulose 
46 w 50 46,1 1,28 27,8 Ca. d. Harnblase 
47 m 58 37,1 1,50 40,4 Lungenkrebs 
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Tabelle 6 (Fortsetzung) 




















s | 4 owiehe | Gesamt- | Suny 2 Klinischer 

az. os Alter | ger Driise| 712 Frisch- ’ und 

5 5 g mg driise Sektionsbefund 

50 W 33 42,1 0,89 21,2 Lungentuberkulose 

52 m | 72 106,2 2,39 22,5 Coronar- und Hirnart.- 
Sklerose, Lungen- 
gangrén 

54 m 70 76,2 0,89 11,7 Schwere Coronarskle- 
rose 

56 Ww 54 65,0 1,24 19,1 Asthma bronchiale 

58 m 75 91,3 2,05 22,5 Prostatahypertrophie, 
Hochdruck 

59 m 59 103,2 1,85 17,9 Coronarsklerose, Angina 
pectoris 

61 m 64 49,7 0,74 14,9 Laennecsche Leber- 
cirrhose 

62 Ww 65 59,1 0,65 11,0 Lungenembolie 

65 Ww 85 51,0 0,79 15,5 Bronchiektasen 

66 m 67 03,4 1,24 23,3 Rectumearcinom 

68 m 71 53,2 5,07 95,3 Riickenmarksquer- 
schnittslahmung 

70 m 56 55,0 1,01 18,4 Croupése Pneumonie 

72 m 32 69,8 1,74 24,9 Lungenphthise 

76 Ww 51 39,6 0,52 13,1 Uterusearcinom 

78 Ww 38 51,8 1,40 27,0 Lungenphthise 

79 m ’ 40,1 1,02 25,4 Lungenembolie 

80 Ww 71 91,1 1,64 18,0 Anencephalus 

81 Ww 64 53,4 2,19 41,0 Cystenniere 

83 Ww a 85,2 1,53 18,0 Kisige kavernése 
Lungentuberkulose 

85 Ww 39 58,2 1,04 17,8 Kiasige kavernése 
Lungentuberkulose 

87 W 58 54,8 0,996 18,2 Addison mit spirlichen 
Nebennierenresten 

89 m 54 87,0 2,01 23,1 Bronchialkrebs, croup. 
Pneumonie 

9] Ww 67 43,3 0,74 16,2 Mitralstenose, allge- 
meine Stauung, hepa- 
torenale Insuffizienz 

92 w } 25 32,00 1,43 44,7 Chron.-cavern. Lungen- 
tuberkulose, alte 
Thorakoplastik 

93 m 69 76,3 2,99 39,2 Laennecsche Leber- 




















cirrhose, Oesophagus- 
varicen-Blutung 
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Tabelle 6 (Fortsetzung) 



























































s | 3 senplelt Gesamt- are! Klinischer 
ic ore Alter der Driise zink Frisch- , und 
Be, S g mg driise Sektionsbefund 
96 | Ww 59 72,4 1,31 18,1 Cholecystectomie, groBe 
Blutung in der Bauch- 
hohle 
97 Ww 34 95,9 1,55 16,2 Endocarditis thrombitic. 
aortica, Herdnephritis 
98 m 41 91,8 2,07 22,5 Magencarcinom mit Me- 
tastasen 
100 m 43 75,1 1,53 20,4 Stirnhéhlenempyem, 
Mittelwert 30,4 a 
schwellung 
Tabelle 7 
Diabetiker (47 Falle) 
= 2 Gesamt- Zink y — 
4 ‘ 32 Alter | gewieht oa in 1g oa 
aa iog ? | der Driise Frisech- Rixe 
a 2 g mg driise Sektionsbefund 
1 W 63 117,8 2,26 19,2 OberschenkelabszeB, 
Sepsis, Diabetes 
5 Ww 67 66,2 0,799 12,1 Coronarsklerose, 
Schrumpfniere, Dia- 
betes, Coma 
10 m 5D 73,1 0,971 13,3 Erysipel, Fettsucht, dia- 
bet. Stoffwechsellage 
12 Ww 71 47,0 1,11 23,6 Coronarsklerose, leich- 
ter Altersdiabetes 
14 m” 67 52,5 1,19 22,6 Herzhypertrophie. Mit- 
telschwerer Diabetes 
18 m 83 45,4 1,18 25,9 Diabetes mit diabet. 
Gangriin 
21 Ww 74 90,9 1,96 21,7 Arteriosklerose. Diabe- 
tes seit 1935 bekannt 
23 m 74 143.8 3,61 25,1 Schwerer Diabetes mit 
Gangriin 
24 m 70 83,9 3,06 36,4 Apoplexie, seit 1933 
Diabetes 
25 Ww 58 68,0 1,94 28,5 Coronarsklerose und 
Lungenembolie. Dia- 
betes seit 1/, Jahr 
28 m 64 69,9 1,12 16,0 Diabetes seit Jahren. 
Pneumonie 
29 Ww 67 67,5 1,66 24.6 Diabetes seit Jahren mit 
Gangriin 
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Tabelle 7 (Fortsetzung) 














Analysen- 


Oo wo Ww 
no - & 


iS) 
Ws 


36 


r. 


Ge- 


| 





} 


























. -Gesamt- | Zink Y = 
¥s gewicht a as in lg aa 
. derDriise} 7” Frisch- pers 
oa ae 
3 g mg driise Sektionsbefund 
60,3 1,10 18,2 Coronarinfarkt. Coma 
diabeticum 
97,9 1,20 12.3 Coronarsklerose, Pneu- 
monie, Diabetes 
62,5 0,19 2,98 Lungentuberkulose, 
Diabetes 
€4,2 1,0 15,6 Lebercirrhose, Diabetes 
52,8 0,90 17,1 Carcinoma vulvae.Pl6tz- 
lich Coma diabetic., 
vorher immer zucker- 
frei 
49,2 1,55 31,5 Coma diabeticum 
67,3 1,92 28,5 Seit 4 Monaten Diabetes 
Kreislaufversagen 
63,3 0,54 8,5 Seit 1916 Zucker, Co- 
ronarsklerose 
65,8 0,92 14,0 Diabetes seit 3 Jahren, 
Hypertonie 
67,7 iii 16,4 Mittelschwerer  Dia- 
betes, Lungentuber- 
kulose 
52,6 1,10 20,9 Diabetes. Eitrige Menin- 
gitis nach Operation 
52,3 133 21,6 Diabetes. Hirnblutung 
37,6 0,91 24,2 Diabetes. Coronarskle- 
rose 
66,8 2,25 33,7 Diabet. Gangriin. Coma 
diabeticum 
20,2 1,51 12,6 Diabetes. Hirnerwei- 
chungen 
104,4 mF 10,6 Diabetes. Croupdse 
Pneumonie 
54,3 0,89 16,8 Darmkrebs, Diabetes 
85,1 1,59 18,7 Coma diabeticum 
59,8 1,22 20,4 Diabetes. Uteruskrebs 
58,1 0,95 16,4 Diabetes. Herzhyper- 
trophie 
86,1 0,69 8,0 Diabetes. Croupdse 
Pneumonie 
80,1 1,62 20,2 Leichter Diabetes. 
Pneumonie 
7 89,5 3,18 35,0 Hoehgrad. Diabetes. 
LeberabszeB 








12 J. Eisenbrand und M. Sienz, 


Tabelle 7 (Fortsetzung) 











g a peariekt Gesamt- aa ; Klinischer 

= 7, & = Alter der Driise zink Frisch- a und 

= S g driise Sektionsbefund 

Ei. ae oma —_—- . o.2 A 

73 m 57 110,1 2,29 20,8 Coma diabeticum. Ree- 
tumearcinom 

74 m (2 66,3 0,54 8,2 Coma diabet. Arterio- 
sklerose 

75 w 62 T07 1,29 16,6 Diabetes. Leberabszesse 

77 Ww 60 51,1 1,19 23,3 Coma diabet. Coronar- 
sklerose 

82 Ww 40 44,8 0,62 13,8 Diabetes. Lungen- 
phthise 

84 m 79 101,0 0,89 8,9 Lebercirrhose. Diabetes 
Gangriin 

86 m 58 103,5 1,25 12,0 Herzhypertrophie. 
Leichter Altersdia- 
betes 

88 m 56 66,8 0,68 10,2 Apoplexie, Diabetes 

90 Ww 69 61,3 0,91 14,9 Diabet. mellit. FuBgan- 
grin, absced. Bron- 
chopneumonie 

94 Ww 57 68,6 1,13 16,5 Mammaeareinom, Dia- 
betes mellitus 

95 m | 49 80,8 1,61 19,9 Diabetes mellit., Coma 
aufsteigend. Pyelone- 
phritis 

99 Ww 68 53,3 0,51 9.6 Coma __ diabeticum, 
Nackenkarbunkel 























Mittelwert 18,57 Zink/1 g Frischdriise 


Zunachst ergibt nun der Vergleich der Mittelwerte der Zink- 
gehalte folgendes: 

Ganz dhnlich wie bei Scott und Fisher ist im Durchschnitt 
der Zinkgehalt der Driisen von Diabetikern geringer als der der 
Driisen von Nichtdiabetikern, und zwar entspricht der Riickgang 
von 30,4y auf 18,57 pro 1g Frischdriise etwa 40°/,, bezogen 
auf den Mittelwert fiir Nichtdiabetiker, wahrend Scott und 
Fisher etwa 50°/, Riickgang finden. 

Soweit ware also zunichst Ubereinstimmung vorhanden. 
Gro8e Unterschiede ergeben sich jedoch in den absoluten Werten 
des Zinkgehaltes, und zwar sind die Durchschnittswerte von Scott 
und Fisher etwa 4mal so hoch wie unsere. Das Mittel der 
Werte von Lutz liegt dagegen sowohl unter dem von uns fir 
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Diabetiker wie auch fiir Nichtdiabetiker gefundenen. Mit der 
steigenden Zahl der Analysen hatte sich nun immer deutlicher 
herausgestellt, daB der Zinkgehalt in einzelnen Pankreasdriisen 
nicht nur innerhalb der von Scott und Fisher gefundenen 
Grenzen von etwa 1:3 sowohl bei Diabetikern als auch bei 
Nichtdiabetikern schwanken kann, sondern noch wesentlich starker, 
und zwar ist der geringste und héchste Wert bei unseren Analysen: 


Tabelle 8 
y Zink in 1g Frischdriise 








Geringster Wert] Hochster Wert | Verhialtnisse 








Nichtdiabetiker. .... 7,2 187,0 1:26 
Diabetiker ..... 4 3,0 36,4 1:12 











Wie unsere Versuche einwandfrei zeigen, nimmt offenbar mit 
der Zahl der Analysen das Auftreten einzelner Extremwerte zu. 
Diese ,,AusreiBer“ wie auch die gesamten iibrigen Werte zeigen, 
daB das Problem statistisch zu behandeln ist, worauf wir in 


Abschnitt c noch eingehen. Vorliufig geniigen folgende Fest- 
stellungen: 


Der von uns gefundene Héchstwert fiir Nichtdiabetiker be- 
trigt 1877 pro 1g Frischdriise. Er liegt fast so hoch wie der 
von Scott und Fisher gefundene Héchstwert von 240y Zink 
pro 1g Frischdriise und iiber dem Mittelwert der Autoren von 
140 y Zink pro 1g Frischdriise. Der Mindestwert mit 7,2 7 Zink 
pro 1g Frischdriise liegt noch unter dem niedrigsten von R. E. Lutz 
gefundenen Wert von 9,7y pro 1g Frischdriise. 


Wenn man nun die Werte von Scott und Fisher auf Grund der 
groBen natiirlichen Schwankungen des Zinkgehaltes, wie sie an vorstehenden 
100 Analysen ermittelt wurden, in Einzelwerten fiir méglich halten muB, 
so besteht doch, wenn man sie im ganzen betrachtet, die Wahrscheinlichkeit, 
da8 ihre Methodik im Durchschnitt zu hohe Werte liefert. Es wurde von 
uns deshalb ihr Extraktionsverfahren nachgepriift. 


Analyse Nr 66: 53,4 g Frischdriise wurden nach dem Verfahren von 
Fisher und Scott mit alkoholisch waBriger Salzsiiure extrahiert und der 
Extrakt im MeBkolben zu 100 cem aufgefiillt. 


3eem hiervon wurden unmittelbar zu einer Bestimmung mit Dithizon 
beniitzt. 20 weitere Kubikzentimeter wurden nach Verdampfen der nassen 
Mineralisierung unterzogen und hierin das Zink in gleicher Weise be- 
stimmt. SchlieBlich wurde der Extraktionsriickstand noch na8 mineralisiert 
und auch in ihm das Zink bestimmt. Das Ergebnis zeigt folgende Tabelle: 








14 J. Eisenbrand und M. Sienz, 


Tabelle 9 
I Gesamtzink im Extrakt ......... 1,11 mg 
II re »» mineralisierten Extrakt. ..... . 1,18,, 
Il i ,  Extraktionsriickstand........ Wid « 


Hieraus ersieht man, da8 das Extraktionsverfahren ohne Minerali- 
sierung (I) zwar geringe Zinkverluste mit sich bringt, da im Riickstand 
etwa 12°/, des Zinks zuriickgehalten wurden. Der Wert im Extrakt wird 
jedoch auch ohne Mineralisierung richtig gefunden, wie der Vergleich 


von I und II zeigt. Zu hohe Zinkwerte werden auf diese Weise offenbar 
nicht erhalten. 


Somit kann, wenn iiberhaupt methodische Unterschiede eine Rolle 
spielen, hier nur die verwendete spektrographische Methode selbst die Ur- 
sache sein. Da eine nihere Beschreibung der Apparatur und des Verfahrens 


von Scott und Fisher nicht gegeben werden, so konnte die Nachpriifung 
dieses Punktes nicht erfolgen. 


Zusammentfassend ergibt sich also, daB bei der Analyse von 
100 Pankreasdriisen, die in 47 Fallen von Diabetikern und 
in 53 Fallen von Nichtdiabetikern stammten, der Mittelwert 
des Zinkgehaltes fiir die Diabetiker tiefer liegt als der fir die 
Nichtdiabetiker. Die prozentuale Senkung betragt etwa 40°/, 
und ist ganz dhnlich der von Scott und Fisher gefundenen 
von 50°/,. Die absolute GréBe der Zinkwerte betragt im Durch- 
schnitt nur 1/, der Werte von Scott und Fisher sowohl fir 
Diabetiker als auch fiir Nichtdiabetiker. 


Der Grund dieser Abweichung diirfte hauptsiachlich statistischer 
Natur sein, wofiir auch die noch tiefer als unsere Werte hegenden 
Zahlen von Lutz sprechen. Eine Neigung zu Uberwerten bei 
Scott und Fisher kann jedoch, wie schon erwahnt, teilweise 
auch durch deren Methodik bedingt sein. 


Der mittlere Gehalt an Zink ist nach unseren Ergebnissen 
in y/g oder mg/kg Frischdriise: 


Fiir Nichtdiabetiker ...........4... 30,4 
gh, ID? o> ae te ee gee ee ele 18,5 


b) Die Zinkgehalte, bezogen auf die fettfreie Drise 


Im Laufe unserer Untersuchungen stellten wir, wie bereits 
im methodischen Teil ausgefiihrt, ein sehr verschiedenes Verhalten 
der Driisen beim Mineralisieren fest, je nachdem sie fettarm oder 
fettreich waren. Die sehr erschwerte Mineralisierung fettreicher 
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Driisen fiihrte zum Nachweis, daB Zink im Fettanteil der Driise 
praktisch nicht vorhanden ist und zu einer der eigentlichen 
Mineralisierung vorgeschalteten Fettextraktion. 


Diese Feststellung lieB nun bei der Auswertung der Zink- 
analysen die Frage auftauchen, ob die gesamte Frischdriise das 
richtige Bezugssystem darstellt oder ob nicht besser auf die fett- 
freie Driise zu beziehen sei. Es wurde daher von Analyse 53 
bis 100 der Fettgehalt der Driisen mitbestimmt. ‘So war es 
dann méglich, nach Abzug des Fettes vom Gewicht der Gesamt- 



































driise den Zinkgehalt in 1 g fettfreier Driise zu ermitteln. Das 
Ergebnis zeigen folgende Tabellen: 
Tabelle 10 
Zinkgehalt der fettfreien Driise 
Nichtdiabetiker, 27 Fille 
. : Zink 
Frisch- Fettfreie Y 
— dvten Fett Dettee Wasser Pi so o/, Fett 
g g g g Driise 
54 76,2 32,1 44,1 30,1 20,2 42,2 
56 65,0 0 65,0 50,5 19,1 0 
58 91,3 18,2 73,1 60,1 28,1 20,0 
59 103,2 42,7 60,5 49,3 30,8 41,4 
61 49,7 15,4 34,6 27,9 21,8 31,5 
62 59,1 2,6 56,5 48,8 11,5 4,4 
65 51,0 13,1 31,0 31,3 20,8 25,7 
66 53,4 11,1 42,3 — 29,1 20,8 
68 53,2 18,7 34,5 28,7 147,0 25,7 
70 55,0 3,8 51,2 43,5 19,7 6,9 
72 69,8 0,9 68,9 59,5 25,2 13 
76 39,6 6,3 33,3 28,7 15,6 15,9 
78 51,8 3,2 48,6 40,3 28,8 6,2 
79 40,1 5,8 34,3 28,7 29,7 14,5 
80 91,1 43,9 47,2 37,0 34,7 48,4 
81 53,4 9,4 44,0 36,5 49,8 17,6 
83 85,2 2,9 82,3 71,5 18,7 3,4 
. 85 58,2 1,7 56,5 50,1 18,6 2,9 
87 54,8 11,1 43,7 36,8 22,2 20,4 
89 87,0 7,0 80,0 67,3 25,1 8,0 
9] 43,3 8,5 34,8 30,6 21,6 19,6 
92 32,0 1,5 30,5 26,0 46,8 4,7 
93 76,3 20,0 56,3 45,1 53,1 26,2 
96 72,4 14,5 57,9 48,6 22,6 20,0 
97 95,9 3,6 92,3 80,2 16,8 3,8 
98 91,8 3,0 88,8 74,4 23,3 3,2 
100 75,1 19,0 56,1 45,8 27,3 25,3 
Mittel 30,6 | 17° 


Oo 











16 J. Kisenbrand und M. Sienz, 


Tabelle 11 
Zinkgehalt der fettfreien Driise 


Diabetiker, 21 Fille 



































, . Zink 
Frisch- Fettfreie Y 
Analysen- - Fett 7 y | 
Ny driise Driise Wasser | ed 5 °/, Fett 
g g g g Driise 
53 120,2 66,2 54,0 37,9 27,9 55,1 
5D 104,4 45,6 58,8 46,5 19,0 43,7 
57 54,3 16,4 37,9 30,2 23,5 30,2 
60 85,1 24,0 61,1 50,9 26,0 28,2 
63 59,8 19,2 40,6 32,8 30,0 32,2 
64 58,1 16,4 - 41,7 34,3 22,8 28,4 
67 86,1 48,6 37,5 30,8 18,4 56,5 
69 80,1 19,6 60,5 51,5 26,8 24,5 
71 89,5 36,0 53,5 43,7 58,5 40,4 
‘is 110,1 51,7 58,4 47,1 39,2 46,4 
74 66,3 bs 33,0 27,8 16,4 50,2 
75 77,7 21,9 55,8 48,0 23,1 28,2 
77 51,1 14,6 46,5 30,5 25,6 28,6 
82 44,8 8,5 36,3 31,2 17,3 19,3 
84 101,9 51,6 50,3 40,1 17,8 50,6 
86 103,5 28,1 75,4 63,5 16,6 27,2 
88 66,8 38,0 28,8 23,2 23,6 57,0 
90 61,3 23,4 37,9 32.8 24,0 37,8 
94 68,6 13,9 54,6 46,8 20,7 20,3 
95 80,8 36,5 44,3 35,6 36,3 45,2 
QQ 53,3 25,7 27,6 23,6 18,5 48,3 





Mittel 25,3 | 38,09), 


Nach Bestimmung der Mittelwerte fiir die Frischdriise (mit 
Fett) fiir die gleichen 48 Analysen ergibt sich folgende Gegen- 


iiberstellung: Tabelle 12 
abelle 


Mittelwerte fiir den Zinkgehalt in y/lg 




















Frischdriise Fettfreie Driise 
Nichtdiabetiker . .. . 24,2 30,6 
Diabetiker ...... 16,0 25,3 


Man ersieht hieraus, daB bei Beziehung des Zinkgehaltes auf 
die fettfreie Driise die Unterschiede im mittleren Zinkgehalt 
stark zuriickgehen. Die Senkung fiir Diabetiker betragt nur noch 
etwa 17°/,. 

~ Kann diesem Unterschied nun noch eine reale Be- 
deutung zugeschrieben werden? Hieriiber unterrichtet 
der folgende Abschnitt. 
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c) Statistik. 


Die Auswertung der Ergebnisse durch einfache Mittelbildung 
gab uns den AnschluB an die Beobachtungen von Scott und 
Fisher und gestattete bereits, den Kinflu8 des Fettgehaltes auf 
die Analysenresultate sicherzustellen. Kine erschépfendere Be- 
handlung der Hauptfrage, ob die Unterschiede zwischen den 
oben angegebenen Mitteln iiberhaupt einen realen Sinn haben, 
erlaubt die Statistik). 

) Wir geben zuniichst einen Uberblick tiber die gesamten 
100 Analysen der Frischdriisen an Hand der Fig. 1. Aus ihr ist 
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Fig. 1 


die Hiufigkeitsverteilung der Zinkwerte iiber ein gréBeres Kon- 
zentrationsintervall zu erkennen. Die Einheit des Konzentrations- 
intervalls wurde zu 4y gewihlt, d.h. es werden z. B. alle Werte 
zwischen 38 und 41 y Zink zusammengefaBt, die Ordinate enthalt 
die Zahl der Fille. Soviel Falle als in das genannte Zink- 
konzentrationsintervall fallen, so viele gleichartige Vierecke tiirmen 
sich aufeinander, z. B. zwischen 38 und 41 y 3 Vierecke mit 
Schraffierung 77. Die eben genannte Schraffierung wurde fiir die 
Zinkgehalte der Nichtdiabetikerdriisen gewaihlt. In diesem Inter- 
vall liegen also 3 Zinkgehalte von den gesamten 53 analysierten 
der Nichtdiabetikerdriisen. Die Zinkgehalte der Diabetiker haben 
dann die Schraffierung L. Die Falle, in denen sich Zinkgehalte 
von beiderlei Driisen tiberdecken, sind dann als Uberdeckung 








8) Vgl. hierzu A. Beckel, Z. Unters. Leb.mitt. 66, 158 (1933). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 268 2 
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Tabelle 11 
Zinkgehalt der fettfreien Driise 
Diabetiker, 21 Fille 
. : Zink 
Frisch- Fettfreie » Y 
— aves Fett Hie Wasser psd I j. Fett 
g g g g Driise 
53 120,2 66,2 54,0 37,9 27,9 55,1 
55 104,4 45,6 58,8 46,5 19,0 43,7 
57 54,3 16,4 37,9 30,2 23,5 30,2 
60 85,1 24,0 61,1 50,9 26,0 28,2 
63 59,8 19,2 40,6 32,8 30,0 32,2 
64 58,1 16,4 41,7 34,3 22,8 28,4 
67 86,1 48,6 37,5 30,8 18,4 56,5 
69 80,1 19,6 60,5 51,5 26,8 24,5 
71 89,5 36,0 53,5 43,7 58,5 40,4 
io 110,1 51,7 58,4 47,1 39,2 46,4 
74 66,3 Sao 33,0 27,8 16,4 50,2 
75 77,0 21,9 55,8 48,0 23,1 28,2 
7 51,1 14,6 46,5 30,5 25,6 28,6 
82 44,8 8,5 36,3 $1,2 17,3 19,3 
84 101,9 51,6 50,3 40,1 17,8 50,6 
86 103,5 28,1 75,4 63,5 16,6 27,2 
88 66,8 38,0 28,8 23,2 23,6 57,0 
90 61,3 23,4 37,9 32.8 24,0 37,8 
94 68,6 13,9 54,6 46,8 20,7 20,3 
95 80,8 36,5 44,3 35,6 36,3 45,2 
99 53,3 25,7 27,6 23,6 18,5 48,3 
Mittel 25,3 | 38,0%, 


Nach Bestimmung der Mittelwerte fiir die Frischdriise (mit 
Fett) fiir die gleichen 48 Analysen ergibt sich folgende Gegen- 














iiberstellung: 
Tabelle 12 
Mittelwerte fiir den Zinkgehalt in y/lg 
Frisechdriise Fettfreie Driise 
Nichtdiabetiker . . . 24,2 30,6 
Diabetiker ..... 16,0 25,3 








Man ersieht hieraus, daB bei Beziehung des Zinkgehaltes auf 
die fettfreie Driise die Unterschiede im mittleren Zinkgehalt 
stark zuriickgehen. 
etwa 17°/,. 

Kann diesem Unterschied nun noch eine reale Be- 


deutung zugeschrieben werden? 
der folgende Abschnitt. 


Die Senkung fir Diabetiker betraigt nur noch 


Hiertiber unterrichtet 
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c) Statistik. 


Die Auswertung der Ergebnisse durch einfache Mittelbildung 
gab uns den AnschluB an die Beobachtungen von Scott und 
‘Fisher und gestattete bereits, den KinfluB des Fettgehaltes auf 
die Analysenresultate sicherzustellen. Eine erschépfendere Be- 
handlung der Hauptfrage, ob die Unterschiede zwischen den 
oben angegebenen Mitteln iiberhaupt einen realen Sinn haben, 
erlaubt die Statistik §). 

Wir geben zunichst einen Uberblick iiber die gesamten 
100 Analysen der Frischdriisen an Hand der Fig. 1. Aus ihr ist 
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Fig. 1 


die Hiufigkeitsverteilung der Zinkwerte iiber ein gréBeres Kon- 
zentrationsintervall zu erkennen. Die Kinheit des Konzentrations- 
intervalls wurde zu 4y gewihlt, d.h. es werden z. B. alle Werte 
zwischen 38 und 41y Zink zusammengefaBt, die Ordinate enthalt 
die Zahl der Fille. Soviel Falle als in das genannte Zink- 
konzentrationsintervall fallen, so viele gleichartige Vierecke tiirmen 
sich aufeinander, z. B. zwischen 38 und 41 y 3 Vierecke mit 
Schraffierung 77. Die eben genannte Schraffierung wurde fiir die 
Zinkgehalte der Nichtdiabetikerdriisen gewihlt. In diesem Inter- 
vall liegen also 3 Zinkgehalte von den gesamten 53 analysierten 
der Nichtdiabetikerdriisen. Die Zinkgehalte der Diabetiker haben 
dann die Schraffierung LW. Die Faille, in denen sich Zinkgehalte 
von beiderlei Driisen iiberdecken, sind dann als Uberdeckung 





8) Vgl. hierzu A. Beckel, Z. Unters. Leb.mitt. 66, 158 (1933). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 268 2 
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beider Schraffierungen kariert X%|. Aus der Fig. 1 ersieht man 
nun, daB sich eine groBe Atioahl der gesamten 100 Falle itber- 
deckt, und zwar 68. Nur 82 Fille iiberdecken sich nicht. Ferner 
hat die Hiufigkeit ihre gréBte Dichte fir die Nichtdiabetiker an 
wesentlich anderer Stelle als dem Mittelwert entspricht, namlich 
bei 18—21y Zink, wihrend der Mittelwert 307 betrigt. Bei 
Diabetikern liegt die gréBte Hiufigkeitsdichte der Falle zwischen 
14 und 17y Zink und nicht sehr weit vom Mittel von rund 197 
entfernt. Dies kommt daher, daB gerade bei den Nivhtdiabetikern, 
wie auch die Fig. 1 zeigt, einige besonders starke ,,Ausreiber“ 
nach oben vorliegen, die das Mittel gegeniiber der Hiufigkeits- 
dichte stark verschieben, woriiber sp&ter noch kurz gesprochen 
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Fig. 2 


wird. Vorliufig zeigt sich, daB nach den am hiaufigsten vor- 
kommenden Zinkgehalten die Unterschiede zwischen Diabetikern und 
Nichtdiabetikern wesentlich kleiner sind als nach den Mittelwerten. 

Fig.2 und 38 zeigen in gleicher Darstellung die letzten 
48 Zinkanalysen, und zwar in Fig. 2 auf die Frischdriise, in Fig. 3 
auf die fettfreie Driise bezogen. Wa&hrend sich in Fig. 2 54°/, 
aller 48 Fille decken, decken sich in Fig. 3, d.h. nach Ausschaltung 
des Fettes, 75°/,. 

Wahrend ferner in Fig. 2 noch die gréBbten Haufigkeitsdichten 
genau an der gleichen Stelle liegen, wie in Fig. 1, so daB noch 
ein — wenn auch geringer — Unterschied zwischen icilen Gaavon 
besteht, so ist dieser Unterschied in Fig. 3 im wesentlichen ver- 
schwunden. 

Nach diesen Feststellungen kann man der im vorigen 
Abschnitt fiir die fettfreie Driise aus den beiden Mitteln 
errechneten Differenz von 5,3y keine reale Bedeutung 
beimessen. Vielmehr ist sowohl fiir Diabetiker als auch 
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fiir Nichtdiabetiker die gleiche Konzentrationsspanne 
gréBter Haufigkeit vorhanden oder ein Unterschied 
zwischen dem Zinkgehalt von fettfreien Nichtdiabetiker- 
driisen und Diabetikerdriisen ist bei Anwendung sta- 
tistischer Betrachtungsweise nicht zu erkennen. 





Mittelwert(N) 


S 
Mittelwert (0) 
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Fig. 3 


Ks ist noch kurz auf die schon erwihnte gréBere Anzahl 
von ,AusreiBern® bei den Nichtdiabetikern einzugehen. Wir 
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priiften daher noch, ob irgendein anderer Faktor die Gleich- 
artigkeit des statistischen Materials beeinflussen konnte. Ein 
solcher kénnte in der Alterszusammensetzung liegen. Tatsichlich 
ist nun bei dea 100 Analysen der Frischdriisen die Alters- 
zusammensetzung fiir Diabetiker nicht ganz die gleiche wie fiir 
Nichtdiabetiker. Dies zeigt Fig. 4. Man ersieht aus ihr, daB bei 


a? 








Soe Repel Gait Dama 
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den Nichtdiabetikern insgesamt 16 Falle von 53, d. h. 28°/, unter 
40 Jahre alt sind. Bei den Diabetikern sind keine Fille 
unter 40 zu verzeichnen. Tatsichlich liegt nun der gréBte Teil 
der ,AusreiBer“, d.h. der extrem hohen Zinkwerte im Gebiet 
des Alters unter 40 Jahren. Der Mittelwert dieser 16 Fialle liegt 
mit 46y Zink pro 1g Frischdriise weit tiber dem Gesamtmittel 
fir Nichtdiabetiker von 30y. Es bringt also offenbar die ver- 
schiedene Alterszusammensetzung bei unseren 100 Analysen eine 
VergréBerung der Differenz zwischen den mittleren Zinkgehalten 
der Diabetiker- und Nichtdiabetikerdriisen hervor. Um die Frage 
des Alterseinflusses noch von anderer Seite her zu priifen, haben 
wir daher noch einige Analysen an Pankreasdriisen von Kalbs- 
féten ausgefihrt mit folgenden Ergebnissen: 


Tabelle 13 


Zinkgehalt der Pankreasdriisen von Kalbsféten 








lc esamtgewicht 





Gesamtzink 


























y Zink/ 
der Driise Wasser mg lg Frischdriise 
1 15,5 11,7 0,675 43,6 
2 12,6 9,4 0,459 36,4 
3 15,7? 10,8 0,321 20,5 
4 20,1 14,9 0,834 41,5 


Das geringe Material von 4 Analysen gibt natiirlich kein 
ausreichendes Bild. Eine eindeutige und starke Erhéhung des 
Zinkgehaltes ist jedenfalls daraus nicht zu erkennen. 

Nach der ganzen Lage des Zinkproblems kann auch nur 
eine statistische Fragestellung gesucht werden, etwa: ,,[st bei 
Betrachtung einer groBen Anzahl von Fallen der Zinkgehalt bei 
jugendlichen Individuen haufiger gréBer als bei ilteren“? Dabei 
miiBte dann einheitlich auf die fettfreie Driise bezogen werden, 
um den meist mit dem Alter ansteigenden Fettgehalt der Driise 
zu beriicksichtigen, der ja dann fiir die Frischdriise ebenfalls 
ein Fallen des Zinkgehaltes mit zunehmendem Alter verursacht. 
Wir méchten daher die Annahme eines Alterseinflusses auf den 
Zinkgehalt vorlaufig nicht verallgemeinern, um so weniger, da nach 
einem allerdings zu geringen d.h. statistisch nicht auswertbarem 
Material von 4 Analysen Scott und Fisher einen AlterseinfiuB 
auf die Héhe des Zinkgehaltes beim Rind’) nicht finden kénnen '), 





*) A.M. Scott u. D. A. Fisher, Biochemic. J. 291, 1055 (1935). 
*) Ubrigens findet auch E. Rost’) fiir die Leber, da8 ein Unterschied 
im Zinkgehalt bei Kindern, Erwachsenen und Greisen nicht beobachtet wurde. 
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Weitere fiir die Auswertung beachtenswerte Gesichtspunkte 
seien noch kurz gestreift: 

Ks wire denkbar, daB erst bei langer Dauer oder besonderer 
Schwere des Falles der Zinkgehalt in der Driise sinkt. Jedoch 


auch hier gestatten die in obigen Tabellen zusammengestellten 


Ergebnisse nicht einen regelmiBigen Zusammenhang zu erkennen. 

Das Endergebnis der Statistik ist also folgendes: 

Bei Wahl der fettfreien Driise als Bezugssubstanz ist ein 
Unterschied zwischen dem Zinkgehalt von nichtdiabetischen und 
diabetischen Pankreasdriisen bei Untersuchung einer geniigend 
groBen Anzahl von Fillen nicht vorhanden. : 

Die Berechtigung, den Zinkgehalt auf die fettfreie Driise 
zu beziehen, wird daraus abgeleitet, da® Zink im Fett nicht ge- 


funden werden konnte und dementsprechend das gesamte Zink sich 
im Nichtfettanteil der Driise befindet. 


III. Folgerungen aus den Ergebnissen 


a) Zink und Insulin in der Driise 


Im Vordergrund des Interesses steht bei der Untersuchung 
des Zinkgehaltes von Pankreasdriisen die Frage der Beziehungen 
zum Insulin. Ja, Scott und Fisher wurden zu ihren Analysen 
unmittelbar durch die Feststellung des Zinkgehaltes von krystalli- 
siertem Insulin gefiihrt. Dai ihre Feststellungen der Senkung 
des Zinkgehaltes in Diabetikerdriisen zwar richtig aber fiir die 
Insulinfrage nicht verwendbar sind, weil unseres Erachtens die 
fettfreie Driise als Bezugsnormale zu waihlen und statistisch zu 
verfahren ist, ging aus der Analysenauswertung hervor. Da aber 
auch die Absolutwerte des Zinkgehaltes, die wir fanden, im Mittel 
geringer sind als die von Scott und Fisher, so muB noch ge- 
priift werden, ob auch jetzt noch ein Zinkiiberschu8 gegeniiber 
Insulin in der Driise vorliegt. 

In der folgenden Arbeit wird gezeigt, daB Insulin mit 2,7 bis 
3,5°/, Zink vollstindig gesattigt ist. Nach Scott und Fisher 
liegen nun in der menschlichen Pankreasdriise 


beim Nichtdiabetiker im Mittel 80 y Insulin/1 g 
beim Diabetiker is » weniger als 18 y Insulin/g 


vor. Da eine andere Bezugsméglichkeit als die fetthaltige Frisch- 
driise fiir diesen Vergleich nicht vorhanden ist, so miissen hier 
unsere Zahlen fiir die Frischdriise als Vergleich herangezogen 
werden. Mit 18—21y Zink als hiufigste Werte fiir Nichtdiabetiker 
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und 14—17y Zink fir Diabetiker ist das Zink stets gegeniiber 
dem Insulin im Uberschu8 und dies bleibt selbst fiir den extremen 
Fall von 8y Zink/tg Drise bestehen (vgl. Analyse 32 in Tab. 7). 
SchlieBlich ist immer wieder festzuhalten, daB ein Unterschied 
im Zinkgehalt der Driisen von Nichtdiabetikern und Diabetikern 
nicht besteht, wenn man auf die fettfreie Driise bezieht. 

Uber die Form, in der das Zink im Pankreas vorliegt, laBt 
sich folgendes sagen: 

Bei blutisoalkalischer Reaktion wird das Zink aus seinen 
Salzen gefallt und es bleibt, wie die Fallungskurven der nach- 
folgenden Arbeit zeigen, nur so viel Zink in Liésung als dem 
Loslichkeitsprodukt des Zinkoxydes bzw. Hydroxydes entspricht. 
Aus unseren Messungen*) und der Literatur ergibt sich iiberein- 
stimmend eine Léslichkeit des Zinkoxydes von héchstens etwa 
1 y/ccm Wasser. In gepufferten Lésungen mit p,, = 7,3 ist, wie 
die Figuren der nachfolgenden Arbeit zeigen, die Liéslichkeit des 
Zinks allerdings erheblich héher als in Wasser. Dafiir bilden 
aber vor allem die im Blut vorkommenden Carbonate und Phos- 
phate mit Zink Verbindungen von dholich geringer Léslichkeit. 
Tatsichlich gefunden wurden iibereinstimmend yon mehreren 
Autoren im menschlichen Blut 5,2 y/g, im Blut verschiedener 
Saugetiere 4,6—6,7 vy"), wihrend wir selbst in einem Pferdeblut 
etwa 2y/1ccm und in einem Pferdeserum etwa 1 y/ccm fanden. 
Diese auf den ersten Blick erstaunliche Konstanz gegeniiber den 
schwankenden Zinkwerten, wie sie ganz allgemein in Organen vor 
allem durch Rost") nachgewiesen wurden und auch durch unsere 
obigen Analysen sich bestitigt finden, erklart sich offenbar also 
dadurch, daB die Léslichkeit der schwer léslichen Zinkverbindungen 
im Blut fiir die GréBenordnung der Zinkkonzentration im Blut 
entscheidend ist und daB durch Verbindungen wie KiweiB, Amino- 
sdiuren und sonstige Zinkkomplexbildner diese Grundléslichkeit 
um geringe Betrige erhéht wird. 

Die wesentlich geringeren Zinkkonzentrationen im Blut und 
Serum als in Organen und auch in der Muskulatur finden durch 
diese Léslichkeitsbeziehungen nun ihre sinnvolle Erklirung. 


Zum andern sind sie eine erneute Bestitigung der von Rost 
schon vor Jahren ausgesprochenen Annahme, daB das Zink im 
Kérper gespeichert wird. Die so festgelegten Zinkmengen kénnen, 
wie die angestellten Liéslichkeitsbetrachtungen zeigen, nur nach 





*) Vgl. die folgende Arbeit. 





‘ 
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MaBgabe der Lislichkeiten auf- und abgebaut werden. Wir halten 
in diesem Zusammenhang gréBere Versuchsreihen iiber den Zink- 
gehalt von Blut und Serum bei verschiedenen Krankheiten und 
auch bei Diabetes fiir aussichtsreich!!), Denn der Zinkgehalt im 
Blut und besonders im Serum diirfte beim gesunden Menschen 
infolge der groBen Zinkvorrite in den Depots konstant sein, er 
diirfte aber wahrscheinlich gegen Anderungen in der Konzen- 
tration von Liésungsgenossen, die mit ihm Komplexe_ bilden, 
empfindlich sein ebenso wie gegen geringe p,,-Anderungen, da die 
Fallungskurve von Zinksalzen im Bereich der Blutisoalkalitat bei 
kleinen p,-Anderungen grofe Anderungen in der gefallten Menge 
Zink zeigt (vgl. die Fig. 13 der folgenden Arbeit). — Vielleicht 
liegt in dieser Reaktion der Zinksalze auf geringste p,-Anderungen 
im blutisoalkalischen Gebiet mit ein Grund fiir die Speicherung 
in Organen vor und weiterhin fiir die physiologische Bedeutung 
dieses Klementes iiberhaupt. Hier gestattet nun die neuere Ent- 
wicklung der Technik der Zinkanalysen, schon mit Blutmengen 
von etwa lccm brauchbare Resultate zu bekommen, was die 
Sammlung von Versuchsmaterial gegeniiber friiher wesentlich 
erleichtert. Was die Pankreasdriise betrifft, so zeigt der Ver- 
gleich der gefundenen Zinkmengen mit den in der Driise befind- 
lichen Wassermengen (vgl. Tab. 10), daB& auch hier, von Hinzelfillen 
wie Analyse 32, Tab. 7 abgesehen, der gréBere Teil des Zinks 
nicht in Lésung, sondern in Gewebe abgelagert ist. 


IV. Vergleich der Zinkanalysen von Pankreasdriisen 
mit denen von anderen Organen 


Vergleicht man die Ergebnisse unserer Zinkanalysen an 
Pankreasdriisen mit denen an anderen Organen, so sieht man, 





11) In einer neueren Arbeit findet Vogelenzang [Pharmaceut.Wbl. (Nd.) 
76, 89 (1939)] mit Hilfe einer colorimetrischen Dithizonmethode im Venen- 
blut von 30 Patienten im Mittel 6,07 y/eem und Schwankungen zwischen 
2,3 und 10,3y/eem. Ungefihr 90°/, des Zinks befanden sich in den Zellen 
und nur 10°/, im Blutplasma. In dieser Arbeit sind auch 3 Diabetesfille 
behandelt. Es wurde ein niedrigerer Plasma-Zinkgehalt gefunden als bei 
6 anderen Personen. 

Auch dieses Material steht mit den oben aufgestellten Léslichkeits- 
beziehungen im Einklang. Insbesondere zeigt es, da schon im Blut nur 
etwa 0,67/ecm in Lésung und die Hauptmenge in den Zellen gespeichert 
ist. Selbstverstindlich reicht es nicht aus, um eindeutige Schliisse in der 


Frage nach einem Zusammenhang zwischen Diabetes und Zinkgehalt des 
Blutes zu ziehen. 
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daB die Gehalte durchaus in einer ahnlichen Spanne wie in 
anderen Organen liegen, namlich innerhalb der Gré8enordnungen 
von einigen y bis zu mehreren hundert y/1 g (oder mg/kg). Eine 
Ausnahmestellung der Pankreasdriise mit besonders hoher Zink- 
speicherung ist danach nicht zu erkennen, insbesondere liegen 
die von Rost") im Muskelfleisch gefundenen Werte von 47 bis 
51,5 mg/kg durchaus im gleichen Bereich. 

Wenn der menschliche Koérper nun, wie Rost berechnet, im 
ganzen etwa 1,5 g Zink enthilt, so wire die Verarmung eines 
kleinen Organes wie des Pankreas an Zink beim Diabetiker auch 
aus diesem Grund sehr unwahrscheinlich. 

Unser Analysenmaterial ist somit auch in dieser Richtung 
durchaus eine Bestatigung sinngemiB zu erwartender Zusammen- 
hinge. Fiir die Frage des Vorkommens von Zink im Organis- 
mus iiberhaupt stellt es einen ersten Beitrag auf der Grundlage 
statistischer Betrachtungen einer gréBeren Probensammlung dar. 


Zusammenfassung 


1. Die bisherigen Untersuchungen iiber den Zinkgehalt von 
Pankreasdriisen geben kein eindeutiges Bild. Insbesondere ist aus 
ihnen nicht einwandfrei ersichtlich, ob der Zinkgehalt diabetischer 
Driisen geringer ist als der von nichtdiabetischen. 

2. Es wird im Laufe der Untersuchung eine Mineralisierungs- 
methode entwickelt, die rasches Arbeiten gestattet. Sie besteht 
in einer Fettextraktion der Trockendriise und nachfolgender nasser 
Mineralisierung der fettfreien Driise. Die Analysenausfiihrung 
selbst beruht auf der Oxychinolin- und der Dithizonmethode. 

3. In 100 Analysen des Zinkgehaltes von Frischdriisen, von 
denen 47 diabetisch und 53 nichtdiabetisch waren, wurde von uns 
ausreichendes Material fiir die Erkenntnis zusammengestellt, daB 
das Zink sowohl beim Diabetiker als auch beim Nichtdiabetiker 
in weiten Grenzen schwankt. 

4. Bei Mittelbildung aus je den Analysen der Diabetiker- und 
Nichtdiabetikergruppe ersieht man eine Senkung des Zinkgehaltes 
der. Diabetikergruppe gegeniiber dem ,normalen“ von 40°/,, d. h. 
von &hnilicher prozentualer GréBe, wie sie schon Scott und 
Fisher festgestellt hatten. 

5. Die Beziehung des Zinkes auf die fettfreie Driise wird als 
richtiger erkannt als die auf die gesamte Frischdriise. 

6. Hierbei ergibt sich eine Abnahme der Senkung des mittleren 
Zinkgehaltes von Diabetikerdriisen auf weniger als die Halfte. 
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7. Mit Hilfe statistischer Betrachtungen wird nachgewiesen, 
daB dieser Unterschied in den Mitteln der Zinkgehalte der fett- 
freien Driisen beider Gruppen keine reale Bedeutung hat, sondern 
innerhalb der natiirlichen Streuungsgrenzen liegt. 

8. Gegeniiber Insulin ist Zink, obwohl unsere absoluten Zink- 
werte kleiner sind als die von Scott und Fisher, auch jetzt noch 
im Uberschub. 

9. Das Zink diirfte anch im Pankreas zu nur geringen Mengen 
in Lésung und hauptsichlich in den Geweben gespeichert sein, 
da die Léslichkeit von Zinkverbindungen, in Blut und Serum nur 
gering ist. 

10. Diese Loslichkeit ist physikalich-chemisch begrenzt und 
der Zinkgehalt im Blut und besonders im Serum mu daher 
konstanter sein als in Organen, in denen Zink gespeichert ist. 
Die Analyse kleiner Blutmengen, die seit Kinfiihrung des Dithizons 
moéglich geworden ist, kénnte hier wertvolles Material beibringen. 

11. Der Vergleich unserer Analysen mit den Werten, welche 
nach der Literatur bei anderen Organen gefunden wurden, zeigt, 
daB unsere Analysenwerte in gleicher GréBenordnung liegen. 

12. Mit der statistischen Behandlung des Problems ist nun 
auch fiir die Auswertung des Zinkgehaltes von Organen ein Weg 
gezeigt worden, der wohl in vielen Fallen Analysenresultate in 
Kinklang bringen kann, die zunachst scheinbar zueinander in 
Widerspruch stehen. 
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Uber die Verbindungen von Zink mit Glykokoll, Cystein, 
Cystin und Glutathion 
und iiber die Natur der Bindung zwischen Insulin und Zink 
Von 
J. Eisenbrand und F. Wegel 


Mit 13 Figuren im Text 





(Aus dem Pharmazeutischen Untersuchungslaboratorium der I.G. Farbenindustrie A.-G., 
Frankfurt a. M.-Hoéchst) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1940) 


Inhaltsibersicht 
Einleitung: 
Durch elektrometrische Messungen soll die Natur der Bindung zwischen 


Zink und Insulin mit Hilfe von vergleichenden Untersuchungen an 
Aminosiuren aufgeklirt werden. 


1. Methodik: 


a) Allgemeines. 


b) Die Untersuchung der Zinkkomplexe in Lésung durch potentio- . 
metrische Titration. 


2. Komplexe von Zink mit Aminosiiuren in wiiBriger Lésung: 
a) Komplexbildung mit Glykokoll. 
b) Komplexbildung mit Cystein, Cystin und Glutathion. 
3. Zink und Insulin. 
Zusammenfassung. 


Einleitung 


Das Vorhandensein von Zink in krystallisiertem Insulin sowie 
sein offenkundiger KinfluB auf die physiologische Wirkung dieses 
Hormons fihrt zwangsliufig zu der Frage nach den Bindungs- 
verhiltnissen zwischen beiden Stoffen. 

Die gro8e Affinitit von Zink zu Kiwei8 iiberhaupt ist bekannt?), 
ebenso die hemmende und fordernde Wirkung auf Enzyme?) Fragt 
man sich, welche funktionellen Gruppen fir ein Kiwei8 hauptsachlich 





*) E. Rost u. Weitzel, Arb. Reichsgesdh.amt, Berl. 1919, 51, 494; 
H. Jaeger, Arch. f. exper. Path. 159, 139 (1939). 

*) A. Schéberl u. M. Fischer, Biochem. Z. 302, 310 (1939). 

*) K. Zeile u. H. Meyer, Naturw. 27, 595 (1939). 
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dem Zink gegentiber zur Betiitigung kommen miissen, so ergibt 
sich auf Grund der bekannten Affinitaten des Zinks als salzbildendes 
Kation einerseits die Valenzbetitigung zu freien COOH-Gruppen, 
andererseits auf Grund der Betiitigung der bekannten Nebenvalenz 
zu Ammoniak und Aminen4), daB die Valenzbetiitigung des Zinks 
gegen Hiweifi im allgemeinen und gegen Insulin im besonderen 
innerkomplexer Natur sein mu. Als Typ fiir diese Valenzbetatigung 
kommt mengenmibBig in erster Linie der EiweiSbaustein Glykokoll 
in Frage. Uber die Verbindungen dieses Stoffes mit Zink liegen 
Untersuchungen von Ley vor, auf die wir spater zuriickkommen. 
Nur darauf sei indessen schon hier hingewiesen, daB die Salze 
des Glykokolls mit Zink, Ahnlich wie die des Kupfers geradezu 
die Grundlage der Theorie der inneren Komplexsalze, welche Ley ®) 
aufgestellt hat, bilden. Da8B daneben auch noch innerkomplexe 
Bindungen anderer Art méglich sind, ergibt sich aus der Affinitat 
des Zinks als Schwermetall zur Sulfhydrylgruppierung, sowie zu 
phenolischen Gruppen. Will man also Kinblick in die Natur der 
Bindung von Zink bei so hochmolekularen KiweiBprodukten wie 
Insulin bekommen, so empfiehlt sich eine vergleichende Betrachtung 
des Verhaltens solcher Stoffe mit den Aminosiuren, aus denen sie 
sich aufbauen. Es wurde dabei zunichst eine Beschrankung auf 
folgende Aminosiuren vorgenommen: Glykokoll, Cystein, Cystin, 
Glutathion, da Aminosiuren mit phenolischen Gruppen wie z. B. 
Tyrosin, wie spater ersichtlich sein wird, fiir die hier in Frage 
stehenden Vergleiche weniger von Bedeutung sind. Wenn solche 
Vergleiche auch insofern nicht ganz korrekt sind, als ein grofer 
Teil der COOH-Gruppen und der Aminogruppen im Eiweif 
nicht frei, sondern gebunden vorliegt, so halten wir es doch 
fiir sicher, daB geniigend freie Carboxylgruppen und Amino- 
gruppen im Insulin vorliegen®), um solche Komplexbildungen 
auch hier zu erméglichen. Die Durchfihrung erfolgte in Lésungen 
oder Aufschwemmungen des Insulins in méglichst der physio- 
logischen Verwendung angeglichenen Konzentrationen. Gerade 
durch die Wahl solcher Versuchsbedingungen hofften wir, weiter- 


gehende Aufschliisse zu bekommen, als sie bisher erreicht werden 
konnten. 


Zunichst wire es vielleicht als das Nichstliegende erschienen, die 
Réntgenspektra des krystallisierten Insulins, die den Einbau des Zinks in 
das Krystallgitter erweisen sollten, heranzuziehen. Die hieriiber vorliegenden 





4) H. v. Euler, Ber. chem. Ges. 36, 3400 (1903). 
°) Harington u. Neuberger, Biochemie. J. 30, I, 809 (1936). 
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Untersuchungen®’) stellen jedoch teilweise eine gitterméBige Anordnung bei 
der Krystallisation im strengen Sinn itiberhaupt in Abrede®), teilweise sagen 
sie nur so viel, daB die Krystallstruktur des krystallisierten Insulins, bei 
welchem die Molekiile durch die Mitwirkung der Metallatome gegenseitig 
stark angezogen werden, sehr viel stiirker kondensiert ist, als fiir ein Protein 
zu erwarten wire’). 


1. Methodik 
a) Allgemeines 


Ley’) hatte seinerzeit gefunden, daB Zugabe von Glykokoll 
zu Zinkacetatlésungen eine Erhéhung der Leitfahigkeit hervorruft, 
die hoher ist als die Leitfahigkeit der Kinzelkomponenten Zinkacetat 
und Glykokoll. Er deutete dieses Ergebnis wie folgt: Das Glykokoll 
bildet mit Zink einen inneren Komplex, hierdurch wird Essigsiiure 
frei, diese dissoziiert die rasch wandernden Wasserstoffionen ab, 
welche die zusitzliche Leitfihigkeit hervorrufen. Die Bildung 
solcher inneren Komplexsalze sollte sich nach folgender Gleichung 
(Formulierung nach Ley) vollziehen: 

1) Zn (Xp + 2NH,CH,COOH = Je an x 
a iid, bo—o—*"\o 60 * 

woftr heute im Sinne der Ampholyt-Theorie entsprechend zu 
schreiben wiire: 


CH,—NH,. ,NH,—CH, 
| +2Ht 


~ bo — 0-7" \9 bo 

Das Wesentliche ist dabei das Freiwerden von Saure 
bei dem Zusammentreten zweie Substanzen, -on denen 
das Glykokoll fast neutral, das Zinksalz nur schwach 
sauer ist. Ley schatzte aus den Erhéhungen der Leitfaihigkeiten 
die ungefaihre Menge des in der Liésung gebildeten Komplexes. 
Den Komplex in festem Zustand konnte Ley isolieren, sein Be- 
weis des Komplexes in Lésung ist jedoch quantitativ zu unsicher, 
da er auf dem Auftreten einer kleinen Differenz in einer all- 
gemeinen Joneneigenschaft, nimlich der Leitfahigkeit beruht. 

Heute ist es nun mit Hilfe der hoch entwickelten Technik 
der Messung der Wasserstoffionenkonzentration méglich, die bei 
der Komplexbildung mit Zinksalzen freigemachten Wasserstoffionen 
direkt und spezifisch zu messen. 


(la) Znt*+2*+*NH,CH,COO— 





*) K. Freudenberg, W. Dirscherl u. H. Eyer, DieseZ. 187, 89 (1930). 
‘) D. Crowfoot, Nature 1935, 591. 
*) Ley, Ber. chem. Ges. 42, 354 (1909). 
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Solche Messungen wurden nun tatsichlich schon von G. Fuseya und 
K. Murata’) ausgefiihrt. Es wurde von ihnen gefunden, daf in Zinksulfat- 
lésungen, ebenso wie in Nickel- und Kobalt-Sulfatlésungen beim Zugeben 
von Glykokoll Erhéhungen der Wasserstoffionenkonzentration, d. h. Erniedri- 
gungen des pq-Wertes eintraten, z.B. wurde gefunden fiir: 


Bie Oe ke eK PH = 9,9 
n/10 Zn SO, + 0,5 mol. Glykokoll py = 4,7. 


Diese Messungen reichen indessen zur quantitativen Bestimmung der 
Komplexbildung nicht aus. Wir haben daher ergiinzend eine Reihe von 
Pr-Messungen bei konstant gehaltener Zinksulfatkonzentration und verinderter 
Glykokollkonzentration ausgefiihrt und erhielten das Ergebnis, welches Fig. 1 
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zeigt. Hieraus ist folgendes ersichtlich: In den Lésungen kann selbst bei 
groBem Uberschu8 an Glykokoll ein p,-Wert kleiner als etwa 4 bei den an- 
gewandten Zinksulfatkonzentrationen nicht erreicht werden. Bei v ollstindiger 
Bildung eines Komplexes aus Zink und 2 Glykokollresten wire aber ein py 
von etwa 1—2 entsprechend einem Freiwerden von 1/,, Aquivalent Schwefel- 
siiure zu erwarten. Es ergibt sich hieraus der Schlu8, daS nicht nach der 
friiher angegebenen Gleichung 1 bzw. 1a in solchen Lésungen ein Komplex 
dadurch entsteht, daB 2 Aquivalente Siure in Freiheit gesetzt werden, sondern 
nach Gleichung 2 nur 1 Aquivalent. 


(2) Znt++ + +NH,CH,COO- = 


_/NH—CH, 
Zn | +H 
Coa © 


Die eben mitgeteilten Messungen zeigen nun zwar, welcher 
Komplex sich aus Glykokoll und Zinksalzen in einer sonst keine 





*) J. physic. Chem. 34, 2001 (1930). 
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weiteren Bestandteile enthaltenden Lisung bildet. Auf physio- 
logische Bedingungen, wie sie in Geweben herrschen, lassen sie 
sich dagegen nicht unmittelbar iibertragen. Ihnen kommt man 
naher durch elektrometrische Titrationen, wobei man gleich- 
zeitig eine erschépfendere Aussage iiber das Gleichgewicht der 
lonen bekommt. 

Es liegt zuniichst nahe, solehe Lisungsgleichgewichte mit Zinkelektroden 
zu messen”), Man erhiilt so direkt die Abnahme der Zinkionen durch Komplex- 
bildung. Gegeniiber dieser Bestimmung hat im vorliegenden Falle jedoch 
die Messung der durch die Komplexbildung freigemachten Wasserstoffionen 
den Vorteil, daB sie mit Hilfe der Glaselektrode verhiiltnisméiBig einfach 


durchzufiihren ist, wihrend die Zinkelektrode gréBerer Wartung bedarf. 
Es sind so ohne Schwierigkeiten gréBere MeBreihen méglich. 


b) Die Untersuchung der Zinkkomplexe in Lésung 
durch potentiometrische Titration 


Bei solchen Untersuchungen hat als Grundlage der Auswertung 
folgendes zu gelten: 

Die beiden zusammengegebenen Substanzen Zinksalz und 
Aminosiure sind selbst Elektrolyte, die in Abhangigkeit von der 
Wasserstoffionenkonzentration ihre Dissoziation indern. Zur Aus- 
wertung eignen sich am spezifischsten also solche p,,-Gebiete, wo 
diese Anderungen noch zu vernachlassigen, d. h. klein gegeniiber 
den durch Komplexbildung verursachten Anderungen sind. Da die 
Untersuchungen sich auf physiologische Bedingungen iibertragen 
lassen sollten, so wurde das p,,-Gebiet sowohl kleiner als auch 
gréBer als p,, = 7,3 fiir die Titrationen gewihlt. Gibt man Zink- 
salze und Aminosiuren zusammen, so stellt sich zunichst ein 
saurer p,,-Wert von der oben angegebenen GriBe ein, der mit der 
Konzentration von Zink und Glykokoll etwas wechselt. Da Zink- 
salze durch Natronlauge gefallt werden, so erhalt man durch Zu- 
gabe von Natronlauge nach Anstieg des p,, iiber einen bestimmten 
Wert eine Fallung von Zinkhydroxyd. Im ganzen gesehen erhilt 
man also bei solchen Titrationen Fallungskurven. Wie sich aus 
Messungen von H.T. 8. Britton und R. A. Robinson!) ergibt, 
sind fir Konzentrationen unter 0,025 molar die Fallungskurven 
bei Zinksalzen von 1 wertigen Anionen normal, bei Salzen mit 
2wertigen Anionen durch Mitfaillung basischer Salze verwickelt. 





*) H.v. Euler, a. a. 0., vgl. dort die Bestimmung der Konstanten von 
Zinkammoniak- und Zink-Cyankalikomplexen. 


11) Trans. Faraday Soc. 28, 531 (1932). 
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Wir verwendeten daher bei unseren endgiiltigen Versuchen stets 
Zinkchloridlésungen *!*). Um sie haltbarer zu machen, gaben wir 
einen geringen, in den Figuren in Aquivalenten nicht mehr zum Aus- 
druck kommenden SiaureiiberschuB zu. Die Messung mit der Glaselek- 
trode fihrten wir mit der friiher beschriebenen Apparatur aus 12"), 


2. Komplexe von Zink mit Aminosaduren in waBriger Lésung 


a) Komplexbildung mit Glykokoll 


Aus Fig, 2 ist das Ergebnis solcher vergleichender elektro- 
metrischer Titrationen ersichtlich. Es wurden zur Titration zu- 
nachst 0,05 molare Lésungen verwendet, um deutlich sichtbare 





ta) Aus den Fiillungskurven des Zinkchlorids mit Natronlauge liBt sich 
das Léslichkeitsprodukt des Zinkhydroxyds nach der Gileichung: 
[Zn] - (OH’? = L 
unter Zuhilfenahme des Ionenproduktes des Wassers (107'*! bei Zimmer- 
temperatur) ermitteln. Hieraus berechnet sich dann die Léoslichkeit des 
Zinkhydroxyds in Wasser zu VL ‘ 
Im einzelnen ist z.B. fiir py = 7,3; poq = 6,8 und [OH’] = 1,58-10-’. 
Aus den nachfolgenden Figuren entnimmt man fir diesen py,-Wert 


folgende Werte fiir [Zn], wobei fiir das Zinkchlorid vollstaéndige Dissoziation 
angenommen ist. sud 


A 


C = Bruttokonzentration des Zinkchlorids in Mol/Liter 
A = Gesamtlaugenverbrauch 
B = Laugenverbrauch bis pq = 7,3. 


[Zn] = C. 





Hierbei ist: 


Aus Fig. 2, d.h. bei Verwendung einer 0,05-molaren Zinkchloridlésung 


errechnet sich also 3 
VL = 7,2 - 10-® Mol/Liter 


entsprechend 0,46 y Zink/ecm, aus Fig. 6, d.h. bei Verwendung einer 0,002- 
molaren Zinkchloridlésung 


VL = 3,5 - 10-® Mol/Liter 
entsprechend 0,23 y Zink/cem. 

Hieraus ersieht man, daf das Léslichkeitsprodukt des Zinkhydroxyds 
nicht vollstindig konstant ist, sondern etwas mit der Konzentration des 
Zinksalzes schwankt, das gleiche gilt bei Wechsel des py-Wertes. Zu ihn- 
lichen Ergebnissen kamen auch auf anderem Wege andere Autoren**), 
vgl. ferner W. Busch, Z. anorg. Chem. 161, 161 (1927), hier auch Zusammen- 
stellung der friitheren Literatur. 

Wegen dieser Inkonstanz des Léslichkeitsproduktes haben wir von einer 
eingehenderen Durchrechnung abgesehen. Es geniigt uns hier die Feststellung, 
daB auch nach unseren Messungen das Ionenprodukt des Zinkhydroxyds 
Schwankungen je nach Konzentration des Zinksalzes und py zeigt. 

1b) J, Eisenbrand u. H. Picher, Arch. Pharmaz. 276, 1 (1938). 
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Effekte zu bekommen. Die Kurven a und b zeigen das Verhalten 
einer reinen Zinkchloridlésung und einer reinen Glykokollésung, 
wenn sie getrennt voneinander titriert werden. Die Kurve c zeigt 
den Titrationsverlauf, wenn in der gleichen Zinkchloridlésung so 
viel Glykokoll aufgelést wurde, daB die Konzentration des Glyko- 
kolls die gleiche war, wie in der reinen Glykokollésung. (Die dabei 


auftretende kleine Volumverinderung wurde vernachlassigt.) 





pH 12 











3 ; / 2 heg 

















| «#2 €2 @ 
——s com VY2Na0H 
Fig. 2 


a) x—-——x 0,05 mol. ZnCl,-Lésung c) @——© Titration der Mischung 
b) +——+ 0,05 mol. Glykokoll-Lésung d) ——--—-— additive Kurve 


Auf der Ordinate sind die p,-Werte aufgetragen, auf der 
Abszisse die verbrauchten Kubikzentimeter Natronlauge. Hierzu 
ist noch zu bemerken, da8 auch bei p,-Werten iiber 8 die Er- 
mittlung mit der gewdhnlichen Nernstschen Formel geschah. 
Da bekanntlich!*) die Glaselektrode aber hier dieser Formel nicht 
mehr exakt folgt, so kénnen die dort gemessenen p,,-Werte nicht 
mehr als exakter MaBstab der Wasserstoffionenkonzentration 
gelten. Da indessen dieses p,,-Gebiet physiologisch von geringerem 
Interesse ist, so haben wir in diesem Fall darauf verzichtet, die 
hierfiir nétigen Korrekturen vorzunehmen. Die Angaben der p,,- 
Werte im p,,-Gebiet tiber 8 werden also nicht mehr zur Berech- 
nung von Dissoziationskonstanten der untersuchten Verbindungen 
oder ihrer Komplexe benutzt, sondern nur zur Beurteilung der 
Aquivalentsverhiltnisse. Auf der Abszisse sind auBer den ver- 





“ L. Kratz, Z. Elektrochem. 46, 253 (1940). 





Uber die Verbindungen yon Zink mit Glykokoll usw. 38 


brauchten Kubikzentimetern Natronlauge die verbrauchten Aqui- 


valente aufgetragen. Wenn nichts anderes angegeben ist, wurden 
20 ccm Lésung mit 0,5 n-Natronlauge titriert. 


Man ersieht aus Hig. 2 folgendes: 


Gibt man gleiche tholare Mengen von Zinkchlorid und Glyko- 
koll in den angegebenen Konzentrationen zusammen, so wird bis 
zum p,, = 6,5 eine erheblich gréBere Menge Natronlauge ver- 
braucht, als von den einzelnen Komponenten, denn bis zu diesem 
py- Wert verbraucht das Glykokoll keine Natronlauge, das Zink- 
chlorid nur geringe Mengen. Die Liésung, welche beide Stoffe 
enthilt, verbraucht bis zu diesem p,-Wert nahezu 1 Aquivalent 
Natronlauge. Bei héheren p,,-Werten verbrauchen auch die Kom- 
ponenten Glykokoll und Zinkchlorid steigende Mengen Natron- 
lauge. Die reine Zinkchloridlésung zeigt dementsprechend einen 
Umschlag, wenn alles Zinkhydroxyd gefillt ist, d.h. bei 2 Aqui- 
valenten Natronlauge. Ein exakter Vergleich der Verbrauche an 
Natronlauge von Einzelkomponenten und zusammengesetzter Lé- 
sung mu also die einzelnen Natronlaugemengen addieren, die 
die reinen Lésungen von Zinkchlorid und Glykokoll bei je dem 
gleichen p,-Wert verbraucht haben. Diese ,,additive Kurve“ d 
mibte in der zusammengesetzten Lisung auftreten, wenn Glykokoll 
und Zink keine Komplexe miteinander bilden wiirden. Bis p,, = 6,5 
fallt sie mit der Kurve fiir reines Zinkchlorid zusammen, da 
Glykokoll, wie erwihnt, erst bei héheren p,-Werten Lauge ver- 
braucht. Die gemessene Kurve c verliuft von der additiven Kurve 
nun mehr oder weniger abweichend, und zwar in den verschie- 
denen p,,-Gebieten verschieden. Die Abweichungen sind ein 
MaB fiir die Komplexbildungen. Um sie besser erkennen 
zu kénnen, ist das Gebiet zwischen additiver Kurve d und ge- 
messener Kurve c schraffiert. Im einzelnen ersieht man noch 
folgendes: 

In der zusammengesetzten Liésung tritt der Umschlag bei 
Py = 6,9 ein, dies entspricht nahezu einem Aquivalent Natron- 
lauge. Hieraus laBt ns folgern, da8 ahnlich wie schon oben fiir 
saure Lisungen festgestellt wurde, bis zum p,-Wert von etwa 7 
der Komplex e /NH,—OH, 


| 
| a er 
der ein 1 wertiges Ion darstellt, in Lésung vorhanden ist. Nach 


Absattigung der durch die Komplexbildung frei gewordenen 
Wasserstoffionen fallt dann bei p,,-Werten tiber 7,3 die Kurve 
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der zusammengesetzten Lésung nahezu mit der einer reinen Zink- 
chloridlésung zusammen. D.h. offenbar, daf die jetzt frei werdenden 
Wasserstoffionen in normaler Weise wie in einem gewéhnlichen 
Zinksalz durch Fallung von Zinkhydroxyd frei werden. Die ein- 
fachste Deutung ist hier die, daB der Komplex iiber einer be- 
stimmten p,,-Grenze, die bei etwa 7,5 liegt, zerfallt und dem- 
gemiB verhalt sich die zusammengesetzte Lésung hier auch 
kurvenmiBig wie eine Mischung der Komponenten, zwischen 
denen keine Reaktion eintritt. Bei p,-Werten iiber 7,5 treten 
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Fig. 3 
a) Xx x 0,25 mol. ZnCl,-Lisg. 20 ccm 
b) +——+ 0,25 mol. Glykokoll-Lésg. 20 ccm 


c) ©——@® Titration der Mischung 20 ccm 
d) ——--—-— additive Kurve 








allerdings wieder Unterschiede zwischen additiver und gefundener 
Kurve auf, sie sind jedoch im Vergleich zu denen, die bei 
kleineren p,-Werten auftreten, wenn man auf die gesamte ver- 
brauchte Natronlaugenmenge bezieht, nur gering. Bei ihrer Be- 
urteilung ist zu bedenken, daB, wie oben erwihnt, hier die Fehler- 
méglichkeiten fiir die p,-Messungen wesentlich gréBer sind und 
bei Zunahme der Alkalitiit weiter wachsen. Aus der Tatsache, 
daB die Komplexbildung im p,-Gebiet unter 7,3 erfolet, ergibt 
sich auch, daB phenolische Gruppen, deren Umschlagsgebiet etwa 
bei p,, = 10,0 liegt, fiir diese Komplexbildung nicht in Frage 
kommen. Es wurde nun die Komplexbildung zwischen Zink und 
Glykokoll noch in verschiedenen Konzentrationsgebieten untersucht. 
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Die Ergebnisse zeigen die Fig. 3—8. Aus ihnen ist folgendes 
ersichtlich: 

Fiir die in Fig. 3 wiedergegebenen Versuche sind 5mal so 
groBe Konzentrationen an Zink und Glykokoll angewandt worden 
wie in Fig. 2. Wahrend im Anfang der Kurvenverlauf dem in 
Fig. 2 wiedergegebenen sehr ahnlich ist, zeigt sich von p,, = 6,2—7,2 
eine Abweichung von dem Verhalten der verdiinnteren Lésung in 
dem Sinne, daB bei gleichem p,-Wert, z. B. 6,5, mit Glykokoll 
weniger Natronlauge verbraucht wird als ohne Glykokoll. Das 
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Fig. 4 Fig. 5 
a) x———-x 0,05 mol. ZnCl,-Lésung a) x———-x 0,05 mo]. ZnCl,-Losung 
b) +——+ 0,1 mol. Glykokoll-Lésung b) +——+ 0,25 mol. Glykokoll-Lisung 
c) ©@——©® Titration der Mischung c) ©—@® Titration der Mischung 
dj) --—-—-— additive Kurve d)—--—--—-— additive Kurve 


bedeutet, daB in diesem Gebiet gegeniiber der gew6hnlichen Zink- 
lésung weniger Zinkhydroxyd ausfallt, offenbar durch Bindung 
des Zinks im Komplex, der hier bestandiger als in starker ver- 
diinnter Lésung ist. Diese Kurve ist vor allem deswegen bemerkens- 
wert, weil sie besonders ausgeprigt den Umschlag bei einem Aqui- 
valent und den bei 2 Aquivalenten zeigt. Die Zinkkurve ohne 
Glykokoll erscheint im p,-Gebiet zwischen 7 und 9 durch Bildung 
basischer Salze kompliziert, da der Umschlag schon bei 9,5 statt 
bei 10 ccm erfolgt. Die Natronlaugekonzentration war hier 1 n. 

In Fig. 4 und 5 ist das Mol-Verhaltnis Zink zu Glykokoll 
wie 1:2 bzw. 1:5 gewahlt. Hier miiBte sich die Bildung von 
Komplexen 
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CH,—NH,. ,NH,—CH, 
bo—o— an 

aufern, Wie man aus Fig. 4 ersieht, wird hier jedoch bis p,, = 6,5 
nur wenig mehr als 1 Rauivalent Natronlauge zusitzlich ver- 
braucht ana etwa 1,5 Aquivalente fir den Umschlag selbst. Es 
wird also, auch wenn geniigend Glykokoll vorhanden ist, um den 
eben genannten Komplex zu bilden, iitberwiegend doch der Kom- 
plex mit nur einem Glykokoll gebildet. Wird der Glykokoll- 
iiberschuB jedoch noch hoéher, wie dies in Fig. 5 wiedergegeben 
ist, so sieht man, daB fir p,, = 6,5 bereits 1,65 Aquivalente 
Natronlauge verbraucht werden. Hier ist also neben dem Zink- 
komplex mit einem Glykokoll der Komplex mit 2 Glykokollen 
bereits in merklichen Mengen vorhanden. Bemerkenswert ist, daB 
sich bei dieser hohen Glykokollkonzentration bei p, = 7,5 und 
dariiber gegeniiber der additiven Kurve noch zusitzliche Laugen- 
verbrauche ergeben. 

Dies ist vielleicht so zu deuten, daB sich hier das iiber- 
schiissige Glykokoll an den Komplex mit 2 Glykokollresten an- 
lagert unter Bildung des Komplexes 


NH, CH,COOH 
CH,—NH,.. | .NH,—CH, 
= >Zn< | 
co——o— : \o-——co 
NH, CH,COOH 


welcher zusatzlich durch Freiwerden der COOH-Gruppen Natron- 
lauge verbraucht. 

Fiir die vorstehenden Versuche waren absichtlich zunachst 
héhere Konzentrationen gewahlt worden, um den Zerfall der Kom- 
plexe méglichst zuriickzudrangen. AnschlieBend wurden auch ver- 
diinntere Lésungen untersucht, vor allem wegen des spiteren Ver- 
gleiches mit Insulin. Diese Untersuchungen zeigen die Fig. 6—8. 
Man ersieht aus ihnen, daB die Komplexbildung auch in diesen 
verdiinnten Lésungen noch deutlich bemerkbar ist. Besonders 
bei geringen Zinkgehalten und Glykokolliiberschu8 ist sie, wie 
Fig.6 zeigt, sehr schén zu sehen. 


Die Berechnung der Dissoziationskonstanten der Zink—Glykokoll- 


komplexe ist also insofern verwickelt, als sich in Lésung vielfach die beiden 
Komplexe 


+ /NH,—CH, "/NE,—OH, 
“4 | und Onl | 
a Ko— C=0 |, 
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nebeneinander bilden. Es ist dann nur méglich, durch Niherungsrechnungen 
festzustellen, ob hauptsiichlich der eine oder der andere Komplex oder eine 
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Fig. 6. Fig. 7. 
a) x x 0,002 mol. ZnCl,-Lésg. 10 cem a) x———x 0,004 mol. ZnCl,-Liésg. 10 ccm 
b) +——+ 0,0133 mol. Glykokoll-Lisg. b) +——+ 0,0133 mol. Glykokoll-Loésg. 
10 ccm 10 ccm 
c) ©——© Titration der Mischung 10 ccm c) @——© Titration der Mischung 10 ccm 
d)-—---—-— additive Kurve d) --—-—-— additive Kurve 
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Fig. 8. 
a) x———x 0,008 mol. ZnCl,-Lésg. 10 ccm 
b) +——+ 0,0133 mol. Glykokoll-Lésg. 10 ccm 


c) ©@——@® Titration der Mischung 10 ccm 
d) —-——-— additive Kurve 





Mischung beider vorliegt. Wir haben uns daher darauf beschrinkt, aus 
den graphischen Darstellungen der friiheren Figuren Schliisse iiber die 
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Bildung der einzelnen Komplexe zu ziehen. Die Berechnung einer Disso- 
ziationskonstanten soll nur fiir den besonders einfachen Fall der Mischungs- 
verhiltnisse, wie sie Fig. 2 wiedergibt, ausgefiihrt werden: In diesem Fall 
vollzieht sich, da mengenmiBig auf 1 Mol Zinkchlorid nur 1 Mol Glykokoll 

zugesetzt wurde, praktisch fast nur folgender Vorgang: 

+ ,NH,—CH, 

Znt+*+ + +tNH,CH,COO- = Zn¢ | +H 
O—— CO, 


Zn*+ [+NH,CH,COO-] _ 
[Komplex] - [(H*] 


Es ist dann 


(I) 





Bezeichnet man nun den Bruchteil an freien Zinkionen mit a, so ist 
dieser gleich dem Bruchteil an freiem Glykokoll, wihrend der Bruchteil 
an gebildetem Komplex als (1—«@) zu bezeichnen ist. Die jeweiligen Konzen- 
trationen an Zinkion und Glykokoll sind dann «-c, wihrend der Komplex 
in der Konzentration (1—«)-c vorliegt. c bezeichnet dabei die Brutto- 
konzentration an Zinkchlorid oder Glykokoll ohne Riicksicht auf die Disso- 
ziation. Die Dissoziationsgleichung (I) des Komplexes vereinfacht sich dann 
zu folgender Forme} 

a -C . 
(IT) d—«) - (Hy K. 





Diesen Berechnungen liegt ferner die Voraussetzung zugrunde, die 
auch durch die Versuche bestitigt wurde, daB der Zinkglykokollkomplex 
zwischen py=5,0 und py = 6,5 léslich ist, und daB der Verbrauch von Zink- 
chlorid allein bis zu py = 6,5 nur eine kleine abzuziehende Korrektur dar- + 
stellt, wie dies aus der folgenden Tabelle ersichtlich ist. 


Diese ist im iibrigen auf Grund der vorstehenden Ableitung 
ohne weiteres verstandlich. 






































Tabelle 1 

I II Il IV V vi | vir | vial 
NaOH | Abz.fiir] NAOH} ,_. |, a ae! 
Verbr. | ZnCl, | korrig. l—« (H*] c 

0,4 0,25 | 015 | 0,075 | 0,925 | 11,4 | 1/8,7 -10—*] 13,0-10° 
0,6 0,26 | 0,34 | 017 | 0,83 4,05 | 1/3,6 -10—¢} 11,3-10° 
0,82 | 026 | 0,56 | 0,28 | 0,72 1,85 | 1/1,95-10-8] 9,5-10° 
1,0 0,27 | 0,73 | 0,37 | 0,63 1,07 | 1/1,23-10-8| 8,7-10° 
1,2 0,28 | 0,92 | 0,46 | 0,54 0,634 | 1/8,7 -10—7] 7,3-10° 
1,6 | 029 | 1,31 | 0,66 | 0,34 | 0,175 | 13,0 -1077] 5,8-10° 














ra Mittel = 9,3-10° 


Die Konstanz der Werte = in Spalte VIII ist befriedigend, die 


Werte schwanken wie 1:2,2, wihrend die Wasserstoffionenkonzentration 
wie 1: 29 variiert. Da die Konstanz nicht besser ist, kann erstens daran 
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liegen, daB infolge der in so konzentrierten Lésungen auftretenden inter- 
ionischen Kriifte die Konstante einen Gang zeigt, zweitens kann sich, wie 
oben ausgefiihrt, in kleinen Mengen auch der Komplex von 1 Mol Zink mit 
2 Molen Glykokoll bilden. Immerhin zeigt die folgende Tabelle, da8 mit 
Hilfe eines Mittelwertes von K eine befriedigende Berechnung der py-Werte 
in der Weise méglich ist, daB sie héchstens um 0,2 Einheiten im py von 
den gefundenen abweichen. 



































Tabelle 2 
“a I Il IV 
[H+] berechnet | pq berechnet | pq gefunden ae 
12,3 -10~° 4,91 5,06 +0,15 
4,45-107° 5,35 5,44 + 0,09 
1,99-10—° 5,70 5,71 +0,01 
Lio-mg ° 5,94 5,91 — 0,03 
6,9 -107~7 6,16 6,06 —0,1 
iw ‘my 6,72 6,53 —0,19 


Die so berechneten Werte sind in Spalte II den gefundenen in 
Spalte III gegeniibergestellt. Die Spalte IV enthalt die Abweichung 4 py 
des gefundenen vom gemessenen py. Wie hier also auch die die graphi- 
sche Darstellung ergiinzende rechnerische Behandlung gezeigt hat, ist fiir 
die Mischung von 0,05 Mol Zinkehlorid und 0,05 Mol Glykokoll zwischen 
Po 9,0 und 6,5 die Bildung des Komplexes 


+ -NH,—CH, 
Zn< | 
Noe 60 


in tiberwiegender Menge sichergestellt. 

Da in den folgenden Untersuchungen noch weitere die Berechnung 
erschwerende Bedingungen dadurch eintreten, daB auch die Komplexe 
schwer ldsliche Fiallungen darstellen, so wurden nur die graphischen Dar- 
stellungen der Figuren allein zur Auswertung beniitzt und die rechnerische 
Auswertung nicht mehr ausgefiihrt. 


Fiir Glykokoll ist zusammenfassend zu sagen: Wie aus den 


vorstehenden Figuren und Berechnungen ersichtlich ist, tiberwiegt 
auch bei Uberschu8 an Glykokoll die Neigung zur Bildung des 


— 


FOR 
RESEARCH 


IN 


DAIRYING 


Komplexes von 1 Mol Zink mit 1 Mol Glykokoll, wenn auch in 


konzentrierteren Lésungen, besonders bei GlykokolliiberschuB, die 
Bildung des Komplexes von 1 Mol Zink mit 2 Molen Glykokoll 


nachweisbar wird. 


b) Komplexbildung mit Cystein, Cystin und Glutathion 


In 4hnlicher Weise wie friher Glykokoll wurden nun auch 
Cystein, Cystin und Glutathion auf ihr Verhalten gegen Zinksalze 
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in Lésungen untersucht. Das Ergebnis zeigen die Fig.9, 10 und 11, 
die ganz entsprechend der Fig.2 gezeichnet sind. Auch hier 





























\2 ‘3 Aeg. 





i. 





, gs © £€¢ SF Ff € 
——> cc $ NaOH 
Fig. 9. 

x 0,05 mol. ZnCl,-Lésung 





b) +——+ 0,05 mol. Cystein-Lésung 
c) ©@——©® Titration der Mischung 
d)-— —-—-— additive Kurve 
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0,05 mol. ZnCl,-Lésung 

0,05 mol. Cystin-Lésung + 3ccm n/1-HCl 
Titration der Mischung + 3 ccm n/1-HCl 
additive Kurve 
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wurde in einem Fall bei Glutathion noch eine Verdtinnung ge- 
wahlt, die einen unmittelbaren Vergleich mit Insulin gestattet 
(Fig. 12). 

Im Gegensatz zu Glykokoll sieht man bei Cystein die Kom- 
plexbildung schon bei 1 Mol Cystein + 1Mol Zink so vor sich 
gehen, daB hierfiir 2 Aquivalente Salzsiure freigemacht werden. 
Dies wird sofort aus der Struktur des Cysteins verstandlich, da 
offenbar zusitzlich zu der glykokollahnlichen Bindung mit Zink 
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Fig. 11. Fig. 12. 
a) x-——- x 0,05 mol. ZnCl,-Lésung a) x x 0,00216 mol. ZnCl,-Lésg. 20 ccm 
b) +——+ 0,05 mol. Glutathion-Losung b) +--+ 0,00216 mol. Glutathion 20 ccm 
c) ©—©® Titration der Mischung c) ©——© Titration der Mischung, 20 ccm H,O 
d) —-—--— additive Kurve d) ——-—-— additive Kurve 


noch die Absittigung der SH-Gruppe mit einem weiteren Aquiva- 
lent hinzutritt. Es entsteht also mit Cystein und Zink folgender 


Komplex: ; cH, 
| 
we all CH 
| 
O-——CO 


Mit Cystin dagegen, das keine freie SH-Gruppe besitzt, tritt 
wieder ganz ahnliche Komplexbildung wie bei Glykokoll ein (vgl. 
Fig. 10 mit Fig. 2). Bei Glutathion liegen die Verhialtnisse, was 
die freie SH-Gruppe betrifft, wieder wie bei Cystein, es werden 


fir aquimolare Mengen Glutathion und Zink 2 Aquivalente Salz- 
sdure freigemacht. 
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3. Zink und Insulin 

Setzt man in Shnlicher Weise, wie es eben bei den Amino- 
siuren geschehen ist, zu Insulinlésungen Zinkchloridlésungen 
hinzu und titriert sie, so erhalt man ebenso wie bei den Amino- 
siuren eine Abweichung der Titrationskurve der zusammen- 
gesetzten Liésung von der der Komponenten (Fig.13). Die Deu- 
tung dieser Abweichung mit Hilfe von Komplexen kann jedoch 
wegen der zur Zeit noch unbekannten Konstitution des Insulins 
nicht in der einfachen Weise wie bei den Aminosiuren erfolgen. 
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Fig. 13. 


x 10ccm ZnCl,-Lésung 0,004 mol. 

b) +——+ 20mg Insulin, 10 ccm H,O + 0,5 ccm n/10-HCl 

c) ©—@® 20mg Insulin + 10ccm ZnC},-Lésung + 0,5ccm n/10-HCl 
d) —-—-—-— additive Kurve 





Sinngemi8 macht natiirlich eine Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes Schwierigkeiten. Derartige Rechnungen werden daher 
hier nicht durchgefiihrt. Trotzdem lassen die erhaltenen Ergeb- 
nisse doch aufschluBreiche Folgerungen ziehen. Es erhebt sich 
zunichst noch folgende Frage: 

Kann man, obwohl der ProzeB der Komplexbildung zwischen 
Zink und Insulin zunichst formelmifig undurchsichtig ist, aus 
den Titrationskurven schlieBen, wieviel Zink das Insulin bindet? 
Die Antwort ergibt sich aus Fig. 13 wie folgt: 

Bei p,, = 6,5 hat eine Insulinlésung von 20 mg nach Abrech- 
nung der iiberschiissigen zuriicktitrierten Salzsiure bei einem 
Zinkgehalt von 13,87°/, (bezogen auf die eingewogene Insulin- 
menge und entsprechend einer Molaritét von 0,004) 0,10 ccm 





Uber die Verbindungen von Zink mit Glykokoll usw. 43 


Natronlauge mehr verbraucht (Kurve c) als sich aus der additiven 
Kurve d fir die Einzelbestandteile ergibt. Der Gesamtverbrauch 
des Zinksalzes an Natronlauge entsprach 0,8 ccm. 

Somit wiirde sich fiir durch Insulin gebundenes Zink ergeben: 

aa oe we 179%). 

Es ist jedoch deutlich, daB bei der geringen Gréfe der aus- 
gewerteten Differenz im Verbrauch von Natronlauge dieser Wert 
mit gréBeren Fehlern behaftet sein kann. Zwar wurde mit einer 
Mikrobiirette titriert, bei welcher 1 Tropfen =0,01 ccm war. Trotz- 
dem ergibt sich hieraus schon ein merklicher Tropfenfehler als 
moglich. Es wurde daher aufer diesem indirekten Verfahren 
von uns erginzend zur Bestimmung des im Insulin gebundenen 
Zinks noch folgender Weg eingeschlagen: 

Auf Grund der Tatsache, daf einerseits der p,-Wert von 
6,5 sehr nahe bei dem fiir die Krystallisation des Insulins mit 
Zink empfohlenen von 5,8—6,2 liegt}* 5), daB andererseits dieser 
Wert auch nicht sehr weit vom isoelektrischen Punkt des Insulins 
(etwa 5,3) entfernt ist, wurde zunaichst angenommen, daf Insulin, 
welches den Reinheitsgrad des krystallisierten Zinkinsulins be- 
sitzt, wenn es in der Konzentration von 20mg auf 10 ccm gelést 
und alkalimetrisch titriert wird, fiir die hier in Frage stehenden 
Uberlegungen praktisch quantitativ gefillt wird. Diese Annahme 
bestitigte sich tatsichlich, wie die spiter aufgefiihrten Tabellen 
zeigen. Si&mtliches Zink, das an Insulin gebunden wird, geht 
demnach mit in den Niederschlag. Andererseits wird, wie die 
vorhergehenden Titrationskurven zeigten, aus Zinkchloridlésungen 
bei p,, = 6,5 ein, wenn auch geringer Bruchteil des Gesamtzinks 
als Zinkbydroxyd gefallt. Kine Fallung von Zinkinsulin bei 


Py, = 6,5 enthalt also 
1. gebundenes Zink, 
2. Zinkhydroxyd bzw. -oxyd. 


Dies muB bei den héchst konzentrierten Lésungen in Rech- 
nung gestellt werden, worauf wir noch eingehen. Die Versuche 
wurden wie folgt durchgefiihrt: 

Man stellt eine Lésung von 20mg Insulin unter Zusatz von 
Zinkchlorid in Salzsiure her und stellt mit Natronlauge auf den 
Punkt p, =6,5 ein. Nun ermittelt man fir die gleiche Zink- 
chloridlésung den Natronlaugeverbrauch bis zum p,, = 6,5. 








144) D. A. Scott u. A. M. Fisher, Biochemic. J. 29, 1048 (1935). 
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Dieser ist so gering, daB er nur bei der Lésung mit 41,79 °/, 
Zinkgehalt in Rechnung zu setzen ist. Die analytische Bestimmung 
des Gesamtzinks erfolgte mit Dithizon nach der von J.Schwaibold, 
B.Bleyer und G. Nagel modifizierten Methode von Fischer"): 


Die Fallung, welche bei py = 6,5 eintrat, wurde auf ein Mikroglas 
filter (Filterplatte G4/Durchmesser 10 mm) gebracht und scharf abgesaugt. 
In Anbetracht der nicht unbegrenzt kleinen Léslichkeit des Insulins wurde 
nicht nachgewaschen. Es wurde von uns festgestellt, daB die dadurch be- 
dingten Fehler im Zinkgehalt héchstens bei den héchst konzentrierten 
Lésungen einige Prozente iibersteigen kénnen. Fiir die hier zu treffenden 
Feststellungen sind sie ohne Belang. Die Fillung wurde hierauf in einem 
Exsiceator tiber Natriumhydroxyd bei gewéhnlicher Temperatur getrocknet 
und gewogen. 

Hierauf wurde die Fiallung mit etwas Wasser und verdiinnter Schwefel- 
siure in einen Kjedahlkolben von 300 cem iibergespilt und mit 1 ecm 
Schwefelsiure unter Zusatz von 3 mal je 10 Tropfen rauchender Salpeter- 
siure mineralisiert. Nach Beendigung der Mineralisierung wurde mit 10 ecm 
Wasser gekocht, bis die Salpetersiure entfernt ist. Hierauf wurde mit Wasser 
in einen MeBkolben von 25 cem zur Marke aufgefiillt. Von dieser Lésung 
wurden 5—10 cem zur Bestimmung des Zinks mit Dithizon verwendet "*). 


Ks wurde vor allem der Versuch gemacht, festzustellen, wie 
das im Niederschlag gebundene Zink sich mit steigender Zink- 
konzentration in der Lésung dndert und insbesondere, ob eine 
Sattigung des Insulins mit gebundenem Zink erreicht wird. 

Die folgende Tabelle gibt hieriiber eine Ubersicht: 


























Tabelle 8 
It ju lmtlowif sv VI VII 
Zink vor | In- Fal _im °/, Zink | °/, Zink auf | Gesamtzink °/, 
der Fallung} Stlin | ©*' | Nieder-} auf Ins. Ins. in (Kigenzink- 
einge-| lung | schlag ].  ... ‘ gehalt + zu- 
zugesetzt wogen gefund. | im Nieder- | Lésung zu- sesetztes Zink 
molar mg ms | Zink Y schlag gesetzt l in Lésung) 
0,0001 20,0 | 20,6 135 0,653 0,327 1,12 
0,00025 20,0 | 21,2 161 0,757 0,82 1,61 
0,0005 20,0 | 21,6 209 0,968 1,63 2,42 
0,001 20,0 | 21,6 305 1,41 3,27 4,06 
0,002 20,0 | 19,7 345 1,75 6,54 7,33 
0,004 20,0 | 20,4 396 1,94 13,08 13,87 
0,008 20,0 | 20,1 444 2,21 26,16 26,95 
0,0125 20,0 | 20,8 724 3,48 41,00 41,79 




















1) Biochem. Z. 29%, 324 (1939). 
16) Die Zinkanalysen wurden von Herrn Apotheker Sie nz durchgefiihrt, 
wofiir wir ihm auch an dieser Stelle bestens danken. (Vgl. auch die vorher- 


gehende Arbeit von J. Eisenbrand und M. Sienz, ,,Uber den Zinkgehalt 
von Pankreasdriisen.") ™ 
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In dieser Tabelle sind in Spalte II die eingewogenen Insulin- 
mengen eingetragen; in Spalte III die bei der Fallung ausgewogene 
Menge Niederschlag, der wie oben beschrieben, getrocknet wurde. 
Er entspricht mengenmiBig innerhalb der Fehlergrenze fast der 
EKinwage und schon hieraus kann man ersehen, da8f Zink héchstens 
in wenigen Prozenten im Niederschlag vorhanden sein kann, selbst 
wenn in der Lisung noch so groBe Zinkiberschiisse anwesend sind. 
Die Spalte IV gibt das nach der Dithizonmethode im Nieder- 
schlag gefundene Zink in y. Spalte V bringt die prozentuale Um- 
rechnung dieser Zinkmenge auf die Gesamtmenge der Fallung (IID). 
Das verwendete Insulin selbst war ein krystallisiertes Praiparat 
mit 0,79°/, Kigengehalt an Zink. Der Gesamtzinkgehalt (VII) 
in Lésung ergibt sich somit aus dem zugesetzten Zink (VI) zu- 
ziiglich dem Higengehalt an Zink des Insulins. In Spalte I sind 
fir Vergleiche mit den friiheren Titrationen der Aminosiuren auch 
die Molaritaten der Zinklésungen vor der Fallung eingetragen. 

Zunichst ersicht man aus dieser Tabelle fiir die Lésung 
mit 13,87°/, Zink, daB der jetzt gefundene Wert an Gesamtzink 
im Niederschlag mit 1,94 °/, sehr nahe mit dem vorher durch 
Titration bestimmten von 1,73°/, zusammenfiallt. Die Uber- 
einstimmung ist um so befriedigender, wenn man bedenkt, daB 
der Wert von 1,94°/, ein Héchstwert ist. Das wesentliche Er- 
gebnis der in der Tabelle zusammengefaBten Untersuchungen 
ersicht man aber aus dem Vergleich der Spalten V und VII 
dieser Tabelle. 

Es bestiatigt das aus den gefundenen Niederschlagsmengen 
(Spalte ILI) schon vermutete. Die Zinkmengen im Niederschlag er- 
reichen bei noch so groBen Zinkzusitzen nur wenige Prozent Zink. 

In erster Linie interessiert die Frage, ist der gefundene 
Hochstgehalt von 3,48°/, Zink ein Grenzgehalt oder kann noch 
mehr Zink aufgenommen werden? Hierzu mu8 folgendes beachtet 
werden: Bei sehr hohen Zinkgehalten in Lésung laBt sich, wie 
bereits oben angedeutet, die Menge Zink, welche nicht im Insulin 
gebunden ist, sondern als Hydroxyd bzw. Oxyd dem Insulin bei- 
gemengt ist, nicht mehr vernachlissigen. Sicher zulassig ist die 
Vernachlassigung bis zum vierten Ansatz vorstehender Tabelle, also 
bis zu 4,06°/, Zink in Lésung, die Korrekturen fallen hier in die 
Fehlergrenzen. Bei den folgenden Zusitzen ist die Korrektur nicht 
mehr zu vernachlassigen, aber in ihrer wirklichen Gré8e nicht exakt 
bestimmbar. Immerhin fiihrt folgende Uberlegung zu Zinkmindest- 
werten: Man ermittelt fiir die gleiche Zinkchloridlésung ohne Insulin 
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den Natronlaugeverbrauch, rechnet diesen in die Aquivalente Menge 
Zinkoxyd um und bringt dieses von der im Niederschlag gefundenen 
Gesamtgewichtsmenge in Abzug und ferner als Zink von der ge- 
fundenen Gesamtzinkmenge. MHieraus errechnet man dann die 
Mindestmenge an gebundenem Zink im Insulin. 

Da die Korrektur auch fiir die Lésungen bis zu 26,5°/, Zink 
noch mit gréBeren Fehlerschwankungen behaftet ist, wird die Rech- 
nung nur fiir die konzentrierteste Zinklésung von 41,79°/, Zink (auf 
Insulin berechnet) durchgefiihrt. 

Der Verbrauch an ?/,, n-NaOH fiir diese Zinkchloridlésung 


ohne Insulin betragt 0,050 ccm entsprechend 0,204 mg Zinkoxyd. 
Hieraus ergibt sich: 




















Tabelle 4 
, Gesamt- : 
°/, Zink , Zn mg 1 ows 
auf Insulin} 7" Zinkoxyd niederschlag _| “lo Zink 
= Fallung abziiglich | gebunden 
8 Zinkoxyd | gesamt  geb. 
41,79 20,8 0,204 20,60 0,724 | 0,561 2,72 

















Der Wert von 2,72°/, Zink ist also der Mindestwert, der 
Héchstwert ist 3,48°/, Zink nach Tab. 3. 

Was bedeuten nun diese beiden Zinkgehalte? Um dies klar- 
zustellen, rechnet man sie zweckmiéBig auf das Molekulargewicht 


des Insulins um. Dieses wird etwa gleich 35000 gesetzt. Man 
erhalt dann: 























Tabelle 5 
Zink 
0 a — —- 
[o Mole/1 Mol Aquiv./1 Mol 
Insulin Insulin 
Mindestwert ... . 2,72 14,6 29,2 
Hochstwert 3,48 18,7 37,4 





Betrachtet man nun die letzte Spalte, so sieht man die Zink- 
iquivalente zwischen 29,2 und 37,4 liegen. Es sind dies insofern sehr 
bemerkenswerte Grenzzahlen, als Harington und Neuberger!®) 
bei ihren Untersuchungen iiber die elektrometrische Titration 
des Insulins bei Annahme eines Molekulargewichtes von 35100 





*) Ch. R. Harington u. A.Neuberger, Biochemie. J. $0, 809 (1936). 
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30—35 freie Carboxylgruppen berechnet haben. Es wiirde sich 
hieraus und aus unseren Zinksittigungsversuchen also das vom 
Standpunkt der bisherigen Kenntnis des Krystallinsulins iber- 
raschende Resultat ergeben, daB Insulin Zink in der gleichen 
Menge binden kann, als dieses den freien Carboxylgruppen 4qui- 
valent ist. Dies wire eine 5—6mal so groBe Menge als sie im 
krystallisierten Insulin vorhanden ist, fiir welches Scott und 
Fisher’) (unter Zugrundelegung eines Molekulargewichtes von 
40000) 6 Carboxylgruppen als durch Zink abgesittigt bezeichnen. 

Vom Standpunkt der Aquivalenz aus ist unser Ergebnis 
dagegen in keiner Weise iiberraschend, denn es ist nicht ein- 
zusehen, warum von 30—35 elektrometrisch gleichwertigen Gruppen 
sich 6 abweichend verhalten sollen. Dies um so mehr, als offen- 
bar auch die Bedingungen fiir die innere Komplexbildung des 
Zinks mit den Aminogruppen erfiillt sind. Denn es sind fir 
das Molekulargewicht 35100 von Harington und Neuberger 
41—45 basische Gruppen errechnet worden. 

Es ist also eher umgekehrt zunichst iiberraschend, daB 
krystallisiertes Insulin viel weniger Zink enthalt als Insulin maxi- 
mal binden kann. 

Bemerkenswert ist hierbei ferner, daB bei Insulin offenbar 
anders als bei Glykokoll, auch wenn Zinkiiberschu8 vorhanden 
ist, doch auf 1 Mol Zink 2 Carboxylgruppen treffen. Dies ist 
moglicherweise in der Haufung der Carboxylgruppen in einem 
Insulinmolekil begriindet. 

Die Literatur verzeichnet folgende Analysenwerte fir Zink 
in krystallisiertem Insulin: 

°/, Zn Mittel 
Scott u. Fisher, Biochemic. J. 29, 1048 (1935). . . 0,44—0,58 0,52 


Vgl. ferner die Zusammenstellung in Heffter, Handb. 
d. Pharmakolog. 5, 217 (1937) fiir Insulin ver- 
schiedener Herkunft. ........4.2.2.2.. 0,35—0,80 


Unter Zugrundelegung eines Molekulargewichtes von 35000 
entsprechen nun 2 Carboxylgruppen dquivalenzmaBig 0,187 °/, Zink. 
Die vorstehenden Zinkanalysen zeigen somit, daB die Zahl der 
gebundenen Carboxylgruppen zwischen 4 und fast 9 schwankt. 
Kine Konstanz des Zinkgehaltes ist also nach diesen Analysen 
bei krystallisiertem Insulin nicht vorhanden. Dabei besteht aller- 
dings noch die Méglichkeit, daB friihere Analysen, mit weniger 





%) D. A. Scott u. A. M. Fisher, Biochemie. J. 29, 1048 (1935). 





48 J. Eisenbrand und F. Wegel, 


genauer Analysentechnik ausgefiihrt, fiir die Auffindung solcher 
Zinkspuren nicht genau genug waren. Dies trifft fiir jetzt aus- 
gefiihrte Analysen freilich nicht mehr zu. Insbesondere sind die 
von uns ausgefiihrten Zinkanalysen mit Dithizon im Durchschnitt 
mit nicht mehr als 5—10°/, relativem Fehler behaftet?®). 

Der immerhin ziemlich enge Bereich der Prozentgehalte des 
krystallisierten Insulins an Zink wird aus der bis ins kleinste 
vorgeschriebenen Fallungstechnik fiir die Krystalle verstiandlich. 

Leider ist es bis jetzt nicht gelungen, krystallisiertes Insulin 
mit hoherem Zinkgehalt als etwa 0,8°/, herzustellen. Die Még- 
lichkeit der Existenz solcher krystallisierter Insuline bleibt also 
zunichst offen. 

Abgesehen von dieser Frage der priparativen Darstellungs- 
méglichkeit eines krystallisierten Insulins mit hohem Zinkgehalt 
kann man noch fragen, ob die Feststellung einer Sattigungsgrenze 
des Insulins bei 2,7—3,5°/, Zink auch physiologisch eine Be- 
deutung hat. 

Die physiologische Bedeutung liegt offenbar darin, daB auch 
im Organismus dem Insulin Zink zur Verfiigung steht. Die vor- 
stehenden Versuche zeigen nun: auch unter giinstigsten Bedin- 
gungen, d. h. bei groBen Zinkiiberschiissen kann Insulin héchstens 
2,7—3,5°/, Zink binden. Hieraus lassen sich dann Schliisse ziehen, 
ob das Zink beim Diabetiker und Nichtdiabetiker gegenitiber dem 
Insulin iiberschiissig ist oder nicht. Auf diese Frage wurde unter 


Hinweis auf die Ergebnisse dieser Arbeit in der vorhergehenden 
Abhandlung niher eingegangen. 





Zusammenfassung 


1. Die Affinitat von Zink zu Insulin wird auf die Affinitat 
dieses Metalls zu den Aminosiiuren zuriickzufiihren versucht. 


2. Es wird mit Hilfe elektrometrischer Methoden festgestellt, 
daB zwischen Zink und Glykokoll, Cystin, Cystein und Glutathion 


Komplexbildung eintritt, an der die Carboxyl- und die Amino- 
gruppe beteiligt sind. 


3. Die Komplexbildung mit Sulfhydryl scheidet fiir die Er- 
klarung der Zinkbindung im Insulin aus, da hier ja tiberwiegend S—S 
und nicht SH vorliegt. 


4, Lésungen von Zinksalzen mit Insulin zeigen elektrometrisch 
das gleiche Verhalten wie Lisungen von Zinksalzen mit Amino- 
siuren. Hieraus wird auf die Gleichartigkeit der Bindung des 
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Zinks durch Insulin und durch Aminosiuren geschlossen. Es 
handelt sich auch bei Insulin um Bildung innerer Komplexsalze 
unter Bindung von Carboxylgruppen in Hauptvalenz und Amino- 
gruppen in Nebenvalenz. 


5. Zur Erginzung der durch die schwere Léslichkeit des 
Insulins in einem groBen Konzentrations- und p,-Bereich nicht 
mehr geniigend schliissigen elektrometrischen Titration wird Insulin 
aus Lésungen mit steigendem Zinkgehalt durch Einstellen des p,, 
auf 6,5 gefallt. In den getrockneten Fallungen wird der prozen- 
tuale Zinkgehalt bestimmt. Aus diesen Versuchen ergibt sich eine 
Sattigungsgrenze des Insulins mit Zink von 2,7—3,5°/,, ent- 
sprechend 29—37 Carboxylgruppen, d.h. simtliche vorhandenen 
Carboxylgruppen kénnen durch Zink abgesittigt werden. 


6. Gegeniiber den bis jetzt bekannten krystallisierten Insulinen 
mit 0,35—0,8 °/, Zink ist dieser Zinkgehalt um ein Vielfaches 
héher. Krystallisation solcher Produkte mit hohem Zinkgehalt 
ist bis jetzt noch nicht gegliickt. 

7. Die ermittelte Siittigungsgrenze des Insulins wurde in der 


vorhergehenden Arbeit bei Vergleich des Verhiltnisses Zink: 
Insulin im Pankreas zu Berechnungen herangezogen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 268 4 
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Neuraminsiure, das Spaltprodukt eines neuen Gehirnlipoids 
Von 


E. Klenk 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6ln) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1941) 


Bei der infantilen amaurotischen Idiotie (Typ Tay-Sachs) 
findet sich!) im Gehirn als Haupthestandteil der Protagonfraktion 
ein neues zuckerhaltiges Lipoid. Es unterscheidet sich von den 
Cerebrosiden vor allem dadurch, daB es die Orcin-Reaktion nach 
Bial mit roter Farbe gibt und daB bei der Spaltung mit ver- 
diinnter wifriger Schwefel- oder Salzsiure starke Zersetzung unter 
Abscheidung von kohleartigen, schwarzen Huminsubstanzen ein- 
tritt. Dieselbe Substanz (Substanz X) wurde schon friiher’) in 
geringeren Mengen bei Fallen von Niemann-Pickscher Krank- 
heit im Gehirn angetroffen. Sie kommt aber, allerdings in noch 
kleineren Mengen, auch im Normalgehirn vor. 

Im Laufe der Jahre wurde im hiesigen Institut aus Normal- 
gehirn eine betrachtliche Menge dieses Lipoids, das bei der Auf- 
arbeitung des Materials auf Cerebroside als Nebenprodukt abfiallt, 
dargestellt. Auf eine eingehendere Beschreibung dieser Substanz 
wurde bisher verzichtet, da eine restlose Abtrennung von lipoiden 
Beimengungen anderer Art bis jetzt noch nicht gelungen ist. 

Inzwischen wurde dieses Lipoidgemisch auch von G. Blix4), 

und zwar aus Normalgehirn, gewonnen. Ein einheitliches Pro- 
dukt hat aber auch hier nicht vorgelegen. Auf Grund von Farb- 
reaktionen schlieBt Blix, daB das Lipoid als charakteristischen 
Baustein eine Aminohexose enthilt. 

Infolge der Ende August 1939 eintretenden Ereignisse muBte 
die Untersuchung abgebrochen, konnte aber im Laufe des vorigen 
Jahres wieder aufgenommen werden. Unter vorlaufigem Verzicht 
auf die Isolierung des einheitlichen Lipoids wurde zur Orientierung 





1) Diese Z. 262, 128 (1939); 267, 128 (1940). 
*) Diese Z. 235, 24 (1935); 262, 128 (1939). 
8) Skand. Arch. Physiol. 80, 46 (1938). 
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zunichst eine Spaltung durchgefiihrt. Wie bei dem aus Tay- 
Sachs’ Gehirn erhaltenen, entsprechenden Lipoid treten als 
Spaltprodukte auf: 1. Fettsiuren, darunter als Hauptprodukt 
Stearinsiure; 2, Sphingosin oder eine dem Sphingosin nahestehende 
Base; 3. Galaktose; 4. eine bisher noch unbekannte stickstofl- 
haltige organische Siure, fiir die ich den Namen Neuraminsiure 
vorschlage. 

Im folgenden soll nur iiber die Neuraminsiure berichtet 
werden. Die fiir das Lipoid charakteristischen Farbreaktionen 
mit dem Bialschen Reagens und dem Ehrlichschen Aldehyd- 
reagens, welch letztere von G. Blix’) aufgefunden wurde, sind 
auf das Vorhandensein dieser Substanz zuriickzufiihren, AuBer- 
dem zeigt die Neuraminsiure auch die, eben schon erwihnte, 
EKigenschaft beim Erhitzen mit verdiinnter wiiBriger Schwefel- 
oder Salzsiure unter Abscheidung von kohleartigen Huminsub- 
stanzen sich zu zersetzen. Eine Abspaltung der Neuraminsiure 
aus der Lipoidfraktion, ohne gleichzeitige Zerstérung derselben, 
ist deshalb durch Kinwirkung von wiBrigen Siiuren nicht méglich. 
Dagegen fiihrte die Spaltung mit methylalkoholischer Salzsiure 
zum Ziel. Aus dem Spaltgemisch wurde eine einheitlich krystalli- 
sierende, optisch aktive Verbindung erhalten, der auf Grund: der 
elementaren Zusammensetzung die Formel C,,H,,NO, (oder viel- 
leicht auch C,,H,,NO,) zukommt. Die Substanz gibt eine stark 
positive Orcin-Reaktion nach Bial. Mengen von 10—20y lassen 
sich im Pulfrich-Stufenphotometer ohne Schwierigkeit quanti- 
tativ bestimmen. Trotz des positiven Ausfalls der Reaktion mit 
dem Ehrlichschen Aldehydreagens lieB sich eine Aminohexose 
in der Substanz nicht nachweisen. 

Ks handelt sich um eine Aminosaure von ausgesprochen sauren 
Higenschaften. Der Bruttoformel nach kénnte eine rein aliphatische 
Polyoxyaminodicarbonsiure vorliegen. Die hohe Séiureempfindlich- 
keit und die Farbreaktionen machen jedoch das Vorhandensein 
von reaktionsfihigeren Gruppen wahrscheinlich. Ehe niaheres iiber 
die chemische Konstitution ausgesagt werden kann, sind noch 
weitere Versuche notwendig. 


Die Lipoidfraktion 


Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung des neuen Lipoids 
dienen die, auf die iibliche Weise [vg]. E. Klenk und F. Rennkamp‘4)| 





*) Diese Z. 267, 145 (1940). 
4* 
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gewonnenen, Cerebrosidfraktionen des Chloroform—Methylalkohol- 
Extraktes. Man krystallisiert sie nochmals aus Chloroform—Methy]- 
alkohol um. Phosphorhaltige Verunreinigungen werden durch 
Fallung mit Cadmiumacetat aus heiBer methylalkoholischer Lésung 
(der, wenn nétig, zur besseren Liésung noch etwas Chloroform zu- 
gegeben wird) und anschlieBend das iiberschiissige Cadmium mit 
Schwefelwasserstoff entfernt. Die aus der siedendheiB filtrierten 
Liésung beim Abkiihlen sich abscheidenden Cerebroside werden 
nochmals aus Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert. Das 
neue Lipoid ist in der so gewonnenen rein weiBen Cerebrosid- 
fraktion “enthalten, was sich bei der Zuckerbestimmung nach 
H. Loening und H. Thierfelder®) dadurch bemerkbar macht, 
da8 die unléslichen Spaltprodukte mit tiefschwarzen, wie Kohle 
aussehenden Flocken stark durchsetzt sind. Die Abtrennung von 
den Cerebrosiden erfolgt durch wiederholtes Auskochen mit Aceton, 
dem 5 Vol®/, Wasser zugegeben sind. Hierbei bleibt das gesuchte 
Lipoid ungelést, wihrend die Cerebroside in Lésung gehen und 
sich aus der siedendheif filtrierten Lésung beim Abkihlen prak- 
tisch vollstiindig abscheiden. Das Auskochen erfolgt am _ besten 
in kleineren Portionen von je 10 g, auf die fiir jede Auskochung 
etwa 1 Liter Aceton verwendet wird. Man filtriert durch einen 
HeiBwassertrichter unter Verwendung eines leicht durchlissigen 
Filters. Die Auskochungen werden so oft wiederholt bis aus dem 
Rickstand durch das Aceton keine Spur von Cerebrosiden mehr 
herausgelést wird. Die Filtration erfolgt immer durch dasselbe 
Filter. Den Filterriickstand lést man schlieBlich in Chloroform— 
Methylalkohol auf, filtriert vom Unldslichen ab und fallt das 
Lipoid aus dem im Vakuum eingeengten Filtrat mit Aceton aus. 
Ausbeute: 10—14 ¢ aus 100 g der Cerebrosidfraktion. 

Rein wei8e oder nur schwach gelb gefairbte, gut pulverisier- 
bare Substanz. Sie enthalt etwa 25—27°/, Zucker, berechnet als 
Galaktose (nach Loening und Thierfelder) und ist noch nicht 
vollig phosphorfrei (0,3—0,6°/, P). Der Stickstoffgehalt ist etwas 
héher als der der Cerebroside (2—2,5°/, N). Beim Verbrennen 
verbleibt eine alkalisch reagierende Asche (4—5 °/,). Die Substanz 
lést sich in Wasser klar auf. Sie lést sich auBerdem in Chloro- 
form—Methylalkohol (4:1 V.T.), in Benzol—Athylalkohol 10:1 V.T., 
und in Pyridin. In Methyl- und Athylalkohol ist sie schwer Kis- 
lich, in Aceton und Ather unldslich. 





*) Diese Z. 77, 202 (1912). 
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Spaltung der Lipoidfraktion und Trennung der Spaltprodukte 


5 g der Lipoidfraktion werden im Bombenrohr mit 125 ccm 
etwa 5°/,iger methylalkoholischer Salzsiure durch 3 stiindiges 
Erhitzen auf 105° gespalten. Nach dem Offnen der Bombe wird 
die etwas braun gefirbte Lésung in einen Scheidetrichter tber- 
fiihrt (Vorsicht, da die Liésung leicht aufsiedet) und wiederholt 
mit Petrolaither ausgeschiittelt, wobei die Fettsiuremethylester 
in diesen iibergehen. Die vereinigten petrolitherischen Lésungen 
werden noch mit wenig methylalkoholischer Salzsiure und dann 
mit Wasser ausgeschiittelt. Die zum Ausschiitteln benutzte methyl- 
alkoholische Salzsiure wird mit der Hauptmenge vereinigt, das 


Waschwasser dagegen gesondert auf dem Wasserbad zur Trockne 
gebracht. 


Dureh Abdestillieren des Petrolithers gewinnt man als Riiekstand die 
Fettsiiuremethylester (1,16 g). 


Aus der methylalkoholischen Lésung wird das Lésungsmittel 
im Vakuum vorsichtig abdestilliert. Zur méglichet weitgehenden 
Mitentfernung der Salzsiure nimmt man den Riickstand noch 
1—2mal in wenig Methylalkohol auf und destilliert das Lésungs- 
mittel von neuem ab. Den Riickstand nimmt man schlieBlich 
wieder in etwa 75 ccm Methylalkohol auf und entfernt die Salz- 
siure durch Zugabe einer heifen, methylalkoholischen Bleiacetat- 
lésung in geringem Uberschub. Nach etwa 1/, stiindigem Stehen 
saugt man das ausgefillte Bleichlorid ab und entfernt aus dem 
Filtrat das geléste Blei mit Schwefelwasserstoff. Das gefillte 
Bleisulfid wird heiB abgesaugt und gut mit heiBem Methylalkohol 
ausgewaschen. Die methylalkoholische Lisung wird nun im Vakuum 
stark konzentriert bis das Lésungsmittel fast vollstindig abdestilliert 
ist, dann gibt man zu dem Riickstand 100 ccm Ather und schiittelt 
gut durch. Nach einigem Stehen gieBt man die klare, iiberstehende, 
atherische Lésung von dem an den Winden haftenden zihen 
Sirup ab. Die dtherische Lésung schiittelt man mit etwa 20 ccm 
Wasser aus, dabei geht viel Substanz in die wiBrige Schicht, die 
auch mit dem Bialschen Reagens eine stark positive Reaktion 
gibt. Die wiBrige Lésung macht man mit Barytwasser alkalisch, 
wobei ein voluminéser Niederschlag ausfallt. Er wird wiederholt 


mit Ather, eventuell unter Zugabe von etwas Methylalkohol, aus- 
geschiittelt. 


- Aus den itherischen Lisungen gewinnt man durch Abdampfen des 
Athers die Sphingosinfraktion (etwa 1 g). 
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Die alkalische, wirige Lésung wird gemeinsam aufgearbeitet 
mit dem in Ather unléslichen Sirup, den man ebenfalls in wenig 
Wasser list und die Lésung mit Barytwasser bis zur stark 
alkalischen- Reaktion versetzt. Aus den vereinigten Ldésungen 
wird das tiberschiissige Bariumhydroxyd mit Kohlendioxyd gefiallt. 
Nach Einengen auf dem schwach siedenden Wasserbad bis zur 
Halfte des urspriinglichen Volumens wird das ausgeschiedene 
Bariumcarbonat heiB abgesaugt und die Lésung vorsichtig unter 
Vermeidung einer stirkeren Verfirbung weiter auf dem Wasserbad 
konzentriert. Die letzten 5—10ccm Lésung werden schlieBlich 
im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure zur Trockne gebracht. 
Man nimmt dann den sirupésen Riickstand unter Zerreiben mit 
einem kleinen Pistill in wenig Methylalkohol (5—10 ccm) auf, 
wobei jedoch keine klare Lisung erfolgt. Durch Zugabe von viel 
Aceton (etwa 100 ccm) fallt man alsdann das Bariumsalz der 
Neuraminsiiure als weiBen Niederschlag aus. Der Niederschlag 
wird abgesaugt, mit Aceton ausgewaschen, in wenig Methylalkohol 
suspendiert und nochmals mit Aceton gefillt. Der abgesaugte 
Niederschlag wird, ohne ihn an der Luft legen zu lassen, sofort 
im Vakuumexsiccator tiber Schwefelsiiure getrocknet. 


Die Acetonlésungen werden vereinigt und durch Abdampfen des 
Lésungsmittels die Zuckerfraktion erhalten (1,2 g). Eine kleine Probe gibt 
nach dem Erhitzen mit Salzsiure eine stark positive Trommersche Reaktion. 
Die Reaktion mit dem Bialschen Reagens ist negativ oder nur sehr sehwach 


positiv. 

Das gewonnene Bariumsalz enthilt noch Bariumacetat. Um 
dieses zu entfernen, list man die Substanz in etwa 15 ccm Wasser 
und fallt das Barium mit einem geringen UberschuB von n-Schwefel- 
siure aus. Um das ausgefillte Bariumsulfat leichter filtrierbar 
zu machen, wird die Lisung auf dem Wasserbad kurz erwirmt. 
Das Bariumsulfat wird alsdann iiber Kieselgur abgesaugt. Zur 
Entfernung der Essigsiure wird die Liésung im Lindeschen 
Apparat etwa 12 Stunden mit Ather extrahiert, wobei man in 
den Siedekolben zur Bindung der extrahierten Essigsiure einige 
Stiicke gebrannten Kalk gibt. Nach der Entfernung des Athers 
im Kohlendioxydstrom unter gleichzeitigem gelinden Erwarmen 
entfarbt man mit Tierkohle, versetzt wieder mit Barytwasser bis 
zur stark alkalischen Reaktion, entfernt das iiberschiissige Barium- 
hydroxyd mit Kohlendioxyd und konzentriert die Lisung auf dem 
Wasserbad bis zur Hilfte des urspriinglichen Volumens. Dann 
wird das gefillte Bariumsulfat und -carbonat abgesaugt, die Lésung 
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weiter konzentriert, am Schlu8 im Vakuumexsiccator, um Gelb- 
farbung zu vermeiden. Den Riickstand nimmt man wieder in wenig 
Methylalkohol auf und fallt das Bariumsalz der Neuraminsiure ~ 
mit Aceton aus. Ausbeute: 1,20¢g. 0,05—0,1 mg der Substanz in 
1 com Wasser gelést geben mit 1 ccm Bialscher Lésung noch eine 
positive Reaktion. 


Aus der letzten Acetonlisung gewinnt man nochmals eine kleine Menge 
der obigen Zuckerfraktion. 


Die Neuraminsaure 


Das so erhaltene Bariumsalz ist noch nicht ganz phosphor- 
frei [0,15—0,16°/, P, nach Urbach®)). 

Alle Versuche, aus diesem Bariumsalz die freie Siure zu gewinnen, 
ergaben ein ebenfalls phosphorhaltiges, auBerordentlich leicht zersetzliches, 
nicht krystallisierendes Produkt. Schon das Eindampfen der wiBrigen Lisung 
der freien Siiure unter mildesten Bedingungen im Vakuumexsiccator tiber 
Schwefelsiure fiihrte zu einer merklichen Zersetzung unter starker Braun- 
fiirbung der urspriinglich véllig farblosen, wasserklaren Loésung. 

Zur volligen Entfernung der phosphorhaltigen Verunreinigung 
wird 1,0¢g der Substanz in einem gut verschlossenen Rundkolben 
mit 25 ccm einer konzentrierten Barytlisung, die 8 g Atzbaryt 
enthalt, in einer Stickstoffatmosphire 90 Minuten im siedenden 
Wasserbad erhitzt. Die Lésung bleibt hierbei farblos. Man saugt 
den entstandenen, geringen Niederschlag iiber Kieselgur heiB ab 
und entfernt das Barium mit Schwefelsiure unter Anwendung 
eines geringen Uberschusses. Die noch nicht vollig entfernten 
Chlorionen fallt man mit einer heiB gesittigten Silbersulfatlésung, 
die Silberionen mit Schwefelwasserstoff und die iiberschiissige 
Schwefelsiiure schlieBlich méglichst quantitativ mit Bariumhydroxyd 
aus. Die Niederschlige saugt man jeweils iiber Kieselgur ab. Die 
fast farblose Lésung wird bei 40°im Vakuum bis auf 1—2 ccm kon- 
zentriert. Die Lésung firbt sich dabei nur schwach gelb. Aus der 
mit Tierkohle véllig entfarbten Lésung entfernt man die letzten Reste 
des etwa noch vorhandenen Bariums mit verdiinnter Schwefelsiure 
unter Vermeidung eines Uberschusses. Dabei saugt man Tierkohle 
und Bariumsulfatniederschlige immer durch dasselbe Filter ab und 
wischt erst am SchluB mit méglichst wenig Wasser nach (Nach- 
waschen mit Alkohol ist zu vermeiden, da durch Alkohol der 
Farbstoff aus der Tierkohle wieder herausgeholt wird). Zu der 
wasserklaren und ungefirbten Lésung (2—3ccm) fiigt man das 
2—3fache Volumen Alkohol. Beim Reiben mit einem Glasstab 


°) Biochem. Z. 2389, 28, 182 (1931); 268, 457 (1934). 
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beginnt die freie Séiure auszukrystallisieren. Die Krystallisation 
wird durch nachtrigliches Zufiigen von mehr Alkohol und Stehen 
uber Nacht bei 0° vervollstandigt. 0,2 g (a). Aus dem Filtrat kann 
der noch in Lésung verbliebene Rest (etwa 0,1 g) der Séure durch 
Fallung mit Ather erhalten werden. 

4,937 mg Subst. (bei 50° im Hochvakuum getr.): 0,670 mg Gewichtsverlust. 
— 4,267 mg Subst.: 6,660 mg CO,, 2,590 mg H,O, 0,025 mg Riickstand. — 
10,73 (7,56) mg Subst.: 3,54 (2,55) cem n/100-HCl (Mikro-Kjeldahl nach Preg]). 

Gef. C 42,58 H 6,79 N 4,61 (4,72) Riickst. 0,59. 

Da die Substanz noch nicht voéllig aschefrei war, wurden 
0,1 g in 0,4ccm heiBem Wasser gelést. Beim Abkiihlen einheitliche 
Krystallisation. Nach Stehen iiber Nacht bei 0° wurden die Krystalle 
abgesaugt, mit etwas Alkohol und schlieBlich mit Ather nach- 
gewaschen. 0,045 ¢ (b). 


4,811 mg Subst. (bei 50° im Hochvakuum getr.): 0,733 mg Gewichts- 
verlust. — 4,078 mg Subst.: 6,345 mg CO,, 2,480 mg H,O. — 7,01 mg Subst.: 


2,30 cem n/100-HCL. 
C,,H, NO, (281,16) Ber. C 4268 H681 N 4,98 
C,,H.,NO, (311,24) ~~ 42,48 =~, «G80, 4,50 
Gef. ,, 42,4 », 6,85 » 4,60. 
Rein weiBe Substanz. Sie enthalt noch Krystallwasser, das 
im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure nur teilweise, aber bei 
50° im Hochvakuum véllig abgegeben wird. Beim hoéheren Er- 
hitzen auf 80° tritt kein Gewichtsverlust mehr auf. Die wasser- 
freie Substanz ist etwas hygroskopisch. Im Réhrchen erhitzt ver- 
kohlt die Substanz bei etwa 200°, ohne vorher zu schmelzen. In 
Wasser leicht léslich, schwer léslich in Methylalkohol, unléslich 
in Athylalkohol und Ather. Nur die reine Siure krystallisiert 
aus konzentrierten, wiBrigen Lésungen aus. Die weniger reine 
Substanz krystallisiert erst beim Einengen der Lésung bis zum 
Sirup. Die waBrige Lésung reagiert gegen Lackmus stark sauer. 
Bei der Titration mit Phenolphthalein als Indicator verhilt sich 
die Substanz annihernd als einbasische Siure. Jedoch ist der 
Farbumschlag nicht sehr scharf, was wohl auf die Anwesenheit 
der Aminogruppe zuriickgefitihrt werden muf. 


6,63 mg der im Hochvakuum bei 50° getrockneten Substanz (a) in 1 ecm 
Wasser gelést: 1,14 cem n/50-alkoholische NaOH. Aquiv.-Gew. gef. 291. 


Die Substanz ist optisch aktiv. 


10,640 (22,16) mg Subst. (a) zu 0,2847 (1,1041) g in Wasser geldst. 
c = 3,8187 (1,956). Drehung im 1 (0,5) dm-Rohr a = — 1,86° (— 0,47). 


[a20° = — 48,72° (— 48,079. 
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Das umkrystallisierte Produkt (b) ist noch etwas stirker links- 
drehend. 
10,510 mg Subst. (b) zu 0,3347 g in Wasser gelést. c = 3,1865. Drehung 
im 1 dm-Rohr « = — 1,75°. 
(a}7° = — 54,91 °. 


3eim Erhitzen mit starken, verdiinnten Siuren erfolgt rasche 
Zersetzung unter starker Braunfairbung und beim laingeren Erhitzen 
scheiden sich schwarze Flocken ab. In neutraler oder alkalischer 
Lésung ist die Substanz auch bei Siedetemperatur dagegen vdllig 
bestiindig. Die neutrale Lésung gibt eine positive Ninhydrinreaktion. 
Die Trommersche Probe ist negativ. Die Substanz gibt in sehr 
geringen Konzentrationen mit dem Bialschen Reagens beim Kochen 
eine intensive Rotfirbung. Zur Auswertung im Pulfrich-Stufen- 
photometer wurden, im Anschlu8 an noch unverdffentlichte Ver- 
suche von H. Langerbeins, 1 ccm der Lésung mit 1ccm Bial- 
schem Reagens 5 Minuten im Paraffinbad auf 140° erhitzt. Nach 
dem Erkalten wurde der Farbstoff mit 5 ccm Amylalkohol aus- 
geschiittelt und nach dem Zentrifugieren der amylalkoholischen 
Lésung im Stufenphotometer im 50mm-Rohr unter Verwendung 
des Filters $53 gegen reinen Amylalkohol verglichen. 


Substanz a: Fiir 2857 D=24. Fir 197 D= 36 
b: , 32,0” D= 22,5. 


Die Reaktion mit Ehrlichs Aldehydreagens ist ebenfalls 
stark positiv. 60 y Substanz in 1,5 ccm Wasser mit 0,5 ccm des 
Aldehydreagens 5 Minuten im Paraffinbad auf 140° erhitzt, ergibt 
Rotfarbung. [Bei der Auswertung im Stufenphotometer gegen Wasser 
im 50mm-Robhr und Filter $53: D = 24,5. Im Leerversuch (gelbe 
Lésung) ergab sich der Wert: D = 62]. Die Intensitit der Farbung 
ist stark abhiingig von der Dauer des Erhitzens. 


Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke. Die Be- 
stimmung wurde wegen Materialmangel mit einem phosphorfreien 
Bariumsalz durchgefiihrt. Das Salz wird nach der oben beschriebenen 
Behandlung mit Atzbaryt und der Entfernung des itiberschiissigen 
Bariumhydroxyds als Carbonat durch Abdampfen des Wassers im 
Vakuum bei 40° und schlieBlich im Vakuumexsiccator iiber Schwefel- 
siure, nach vorheriger Entfirbung mit Tierkohle, als fester, leicht 
pulverisierbarer, weiBer Riickstand erhalten. Auf dieser Stufe der 
Reinigung ist das Salz noch mit etwas Bariumchlorid verunreinigt. 
Das Salz ist phosphorfrei. 
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* “10,02 (10,41) mg Subst.: 1,69 (1,75) cem n/100-HCl (Mikro-Kjeldahl 
nach Pregl). Gef. N 2,36 (2,35)°/,. 


20,66 mg Subst.: 0,78 (0,89; 0,84) eem N, bei 22° und 746 mm Hg 
(van Slyke). Gef. NH,-N 2,14 (2,45; 2,31)°/,. Mittelwert: 2,30°/,. 


Demnach liegt die Gesamtmenge des Stickstoffs als Amino- 
stickstoff vor. 


Prifung auf Aminohexose. Der Versuch wurde mit einem 
Kupfersalz (8,33°/, N; 17,6°/, Cu) durchgefiihrt, das aus dem mit 
Bariumchlorid verunreinigten Bariumsalz dargestellt war. 0,1 g 
Substanz wurden mit 0,04g SnCl, und 1ccm 20°/,iger Salzsiure 
7 Stunden unter RiickfluB gekocht. Die Lésung farbte sich im 
Augenblick des Aufsiedens dunkelbraun unter alsbaldiger Ab- 
scheidung schwarzer Huminsubstanzen. Nach der Spaltung wurde 
mit 2—3 ccm Wasser verdiinnt. Die Schwermetalle entfernte man 
mit Schwefelwasserstoff und brachte das véllig farblose Filtrat 
im Vakuum iiber Schwefelsiure zur Trockne. Geringer, der Haupt- 
sache nach anorganischer Riickstand. Die Trommersche Probe 
war negativ. 

Nach der angewandten Methode lassen sich die bis jetzt 
bekannten Aminohexosen aus ihren Verbindungen abspalten und 
als Chloride isolieren. Der Versuch beweist demnach die Ab- 
wesenheit von Aminohexose und der positive Ausfall der Reaktion 
mit dem EKhrlichschen Aldehydreagens darf nicht als ausreichender 
Beweis fiir das Vorkommen einer Aminohexose angesehen werden. 


Die mithevolle Darstellung des Ausgangsmaterials verdanke 
ich der Ausdauer von Fraulein E. Schumann, die mir auch bei 
der Durchfiihrung der weiteren Versuche wertvolle Hilfe leistete. 
Die Untersuchung wurde unterstiitzt durch Mittel, welche der 
Reichsforschungsrat zur Verfiigung gestellt hat. 
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Kinige Beobachtungen iiber das Wachstum 
des Mause-Ascites-Tumors und seine Beeinflussung 


Von 
Hans Lettré 


Mit 9 Figuren im Text 


(Aus der chem. Abteilung des Allg. Instituts gegen die Geschwulstkrankheiten 
im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Januar 1941) 


Zur Untersuchung der Beeinflussung des Wachstums der 
Krebszelle stehen eine Reihe von Testobjekten zur Verfiigung. 
Kine Méglichkeit besteht in der Verwendung der in der Gewebe- 
kultur wachsenden Krebszelle, deren Beeinflussung in vitro, auBer- 
halb des Organismus, untersucht werden kann?) Fiir die Unter- 
suchung des Tumorwachstums im lebenden Organismus kénnen 
Tiertumoren verwendet werden, von denen 3 Arten zu unter- 
scheiden sind: a) die durch cancerogene Stoffe erzeugten Tumoren 
(Reiz-Tumoren), also etwa Benzpyren-Tumoren; b)Spontantumoren, 
die am Tier ohne bisher bekannte Ursache entstehen und in 
reinrassigen Zuchtstimmen der Laboratoriumstiere in definiertem, 
hohem Prozentsatz auftreten; und c) die Impftumoren, die durch 
Transplantation der nach a) und b) erhaltenen Tumoren auf Tiere 
sleicher Art geziichtet werden kénnen. Die in der Krebsforschung 
besonders haufig angewendeten Impftumoren sind weitergeziichtete 
Spontantumoren, die ihren Namen nach den ersten Bearbeitern 
tragen, z. B. Ehrlichsches Mausecarcinom, Jensen-Sarkom der 
Ratte, Walker-Carcinom der Ratte, Brown-Pearce-Tumor des 
Kaninchens. Der wichtige Unterschied der Impftumoren gegen- 
tiber den Reiz- und Spontantumoren besteht einmal darin, daB 
individuumfremde Zellen iiberimpft werden und der Impftumor aus 
diesen individuumfremden Zellen entsteht?), und weiter darin, daB die 
Ubertragung der Krebszellen auf ein an sich gesundes Tier vor- 
genommen wird?*), das ohne die Impfung mit grofer Wahrschein- 
lichkeit in dem folgenden Zeitraum nicht oder noch nicht an 
einer Geschwulst erkrankt wire. Der Impftumor wiichst in einem 
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gesunden Wirtstier, das erst bei fortgeschrittenem Wachstum des 
Tumors in Mitleidenschaft gezogen wird. Daher kénnen die 
Wirkungen einer Beeinflussung des Tumorwachstums verschieden 
sein, je nachdem ob es sich um einen Impf- oder einen Spontan- 
tumor handelt; z. B. ist nach Hackmann’) eine Immunitaét durch 
Vorbehandlung mit Tumorextrakien oder Vorimpfung gegen einen 
Impftumor zu bewirken, wihrend das Auftreten eines Spontan- 
tumors hiervon nicht beeinflu8t wird. Aus praktischen Grinden 
kann man jedoch nicht auf den Impftumor verzichten, da er noch 
immer die schnellste Méglichkeit darstellt, tumortragende Tiere 
fiir den Versuch zu gewinnen. | 

Die Auswertung der Beeinflussung des Tumorwachstums er- 
folgt bei den Impftumoren meist so, daB eine Kontrollgruppe nur 
mit dem Tumor geimpft wird, wihrend die Versuchsgruppe der 
Tiere gleichzeitig auBerdem die zu priifende Substanz erhilt. 
Nach einer bestimmten Zeit werden die Gewichte der Tumoren 
festgestellt; die Wirkung der verwendeten Substanz ergibt sich 
dann aus dem Verhaltnis des Tumorgewichts der Versuchstiere 
zu dem der Kontrolltiere oder durch den Vergleich der Wachs- 
tumsgeschwindigkeiten (= 'Tumorgewicht durch Versuchszeit)*). Die 
Untersuchungen von Haddow®) iiber die Beeinflussung des Tumor- 
wachstums durch cancerogene und andere vielkernige Kohlen- 
wasserstoffe haben gezeigt, daB zugleich der Beeinflussung des 
Wachstums der Tiere selbst durch den zu priifenden Stoff Auf- 
merksamkeit zuzuwenden ist. Ich habe 1939 und 1940 zahlreiche 
Versuche mit dem Ehrlichschen Miusecarcinom als Impftumor 
durchgefiihrt. Dabei zeigte es sich, daB Substanzen, die bei un- 
mittelbarer Einwirkung auf die Krebszelle in der Gewebekultur 
das Wachstum hemmen, den Impftumor nicht beeinflussen; der 
Grund hierfiir liegt darin, daB die Substanzen gar nicht oder nur 
in geringer Menge in den Tumor gelangen. Um méglichst gleich- 
artige Versuchsbedingungen zu haben, erschien es daher notwendig, 
eine Vermehrungsform des Miausecarcinoms fiir die Versuche 
heranzuziehen, bei der die zu priifende Substanz in unmittelbare 
Beriihrung mit den Krebszellen gebracht werden kann. Zwar 
kann man bei festen Impfgeschwiilsten auch intratumoral injizieren, 
doch werden die hierbei gewonnenen Ergebnisse leicht durch 
sekundire Momente beeinfluBt. Die Vermehrungsform des Ascites- 
‘Tumors gestattet es nun in einfachster Weise, durch intraperitoneale 
Injektion die zu priifenden Substanzen an die Krebszellen heran- 
zubringen und zugleich deren EKinwirkung festzustellen. Im folgenden 
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sollen einige Beobachtungen iiber die Vermehrung des Ascites-Tumors 
und deren Beeinflussung mitgeteilt werden. 

Injiziert man Miusen Aufschwemmungen von Zellen des 
Ehrlichschen Mausecarcinoms intraperitoneal, so erhalt man neben 
einigen Fallen mit festen Geschwiilsten auch solche Tiere, bei 
denen ein verteiltes Wachstum der Krebszellen innerhalb der 
Bauchhohle stattfindet, die gleichzeitig stark von Bauchhdéhlen- 
fliissigkeit (Ascites) erfillt wird’). Die Bauchhéhlenfliissigkeit, 
die leicht durch Punktieren gewonnen werden kann und in der 
die Krebszellen enthalten sind, ergibt bei intramuskulirer oder 
subcutaner Injektion wieder feste Geschwiilste; bei intraperitonealer 
Injektion aber fiihrt sie wieder zu einer Vermehrung der Krebs- 
zellen innerhalb der Bauchhéhle unter Bildung groBer Mengen 
an Ascites. Uber die Ubertragbarkeit dieser als “Ascites-Tumor 
bezeichneten Vermehrungsform des EKEhrlichschen Mausecarcinoms 
auf Miause liegen eine Reihe von Beobachtungen vor. Bei der 
subcutanen Uberimpfung von Gewebestiickchen des Ehrlichschen 
Miusecarcinoms auf Miuse beliebiger Herkunft findet man haufig 
Tiere, die den Tumor nicht annehmen (sog. Nuller). Derartige 
Nuller zeigen nun keine Resistenz gegen den Ascites-Tumor®). Die 
gleichen Beobachtungen habe ich gemacht. Mause, die mit 
Carcinomgewebestiickchen subcutan geimpft wurden und _ hierbei 
auch bei 3mal wiederholter Impfung negativ blieben, nahmen 
den Acites-Tumor sehr gut an. Aus einer statistischen Unter- 
suchung von Dittmar und Schafer’) ist zu entnehmen, daB bei 
2920 1 ation Uberimpfungen von Gewebestiickchen des Ehrlich- 
schen Miusecarcinoms 438 negative Tiere (= 14,1°/,) beobachtet 
werden. In iiber 1000 Ubertragungen von 0,2 ccm Tumor-Ascites 
auf Maiuse haben wir keinmal eine Resistenz gesehen; die Zahl 
der Mause, die gegen die in 0,2 ccm Tumor-Ascites enthaltenen 
Krebszellen resistent sind, liegt demnach bei oder unter einem 
Promille. Aus der geringen Resistenz der Miuse gegen den 
Ascites-T'umor ist geschlossen worden, daB hier ein Virus als 
malignes Agens wirke. Jedoch ist der Erfolg der Ubertragung 
stets an das Vorhandensein von Krebszellen in dem Ascites ge- 
bunden; eine wirklich zellfreie Bauchhohlenflissigkeit fihrt nicht 
zu der Ausbildung des Ascites-Tumors. DemgemiB ist auch die 
Wachstumsgeschwindigkeit des Ascites-Tumors von der Zahl der 
iiberimpften Krebszellen abhingig: eine Verringerung der Zahl 
schiebt das Auftreten des Ascites-Tumors zeitlich hinaus (vgl. unten). 
Ich halte es fiir sehr wahrscheinlich, daB man bei der Verwendung 
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von sehr geringen Mengen an Tumor-Ascites eine erhéhte Zahl 
von resistenten Miusen finden wird. Untersuchungen iiber die 
Morphologie der Zellen des Ascites-Tumors sind von Seeger’) 
durchgefiihrt worden. Haagen und Mitarbeiter®) haben Unter- 
suchungen iiber die Resistenz der Zellen gegen Temperatur- 
‘inderungen und gegen destilliertes Wasser, physiologische Koch- 
salzléisung, Ringer- und Tyrode-Loésung durchgefiihrt. Durch 
destilliertes Wasser werden die Zellen am stiirksten geschidigt 
(osmotischer Effekt), Gegen p,-Anderung des Milieus in dem 
Tntervall von 4—9,7!°) und gegen einige Chemikalien!!) (Form- 
aldehyd, Carbolsiure, Sublimat, Perhydrol, Neosalvarsan, Athyl- 
alkohol, Chinin, Methylenblau, ein Goldpriparat Solganal) erwies 
sich die Zelle des Ascites-Tumors als relativ widerstandsfahig; 
hieraus wurde auf eine Chemoresistenz dieser Zellen geschlossen. 

Besonders geeignet zur Verfolgung der Entwicklung des 
Ascites-Tumors sind die Gewichtskurven der Miause, die mit 
‘Tumor-Ascites intraperitoneal gespritzt wurden. In Fig. 1 (a) ist 
die Gewichtskurve einer Maus dargestellt, die bei A mit 0,2 ccm 
Tumor-Ascites intraperitoneal gespritzt wurde. Die Gewichts- 
kurve steigt rasch nach der Impfung an, erreicht einen Maximal- 
wert, um dann bis zum T'ode des Tieres abzusinken. Neben diesem 
Kurventyp findet man auch hiiufig einen etwas anderen (Fig. 1b), 
bei dem der Gewichtsanstieg nicht unmittelbar nach der Impfung, 
sondern erst nach einigen Tagen beginnt, um dann dhnlich wie 
in Kurve la zu verlaufen. Nicht immer ist der Maximalwert 
zu beobachten, da die Tiere auch hiufig an der steilen Stelle der 
Gewichtskurve sterben; bisweilen sinkt das Gewicht nach der 
Impfung kurze Zeit ab. Als Gewichtszunahme werte ich die 
Differenz zwischen Maximalgewicht und Anfangsgewicht (vom 
Impftage) aus. Diese Gewichtszunahme wird dividiert durch die 
Zahl der Tage vom Impftage bis zum Tage, an dem das Maximal- 
gewicht erreicht wird, und ergibt so die durchschnittliche taigliche 
Gewichtszunahme. In Tab. 1 sind die so ermittelten Gewichts- 
zunahmen von 200 Mausen geordnet, die mit je 0,2 com Tumor- 
Ascites geimpft wurden, und die bei verschiedenen Versuchen als 
Kontrolltiere verwendet wurden. Die meisten Tiere zeigen eine 
taigliche Gewichtszunahme zwischen 0,5 und 1,3 g (etwa 80°/, der 
Tiere); daneben kommen geringere und gréBere Werte vor. In 
Tab. 2 sind die Lebenszeiten von diesen 200 mit 0,2 ccm Tumor- 
Ascites geimpften Mausen zusammengestellt. Daraus wurde die in 
Fig. 2 dargestellte Kurve abgeleitet: sie gibt die Lebenserwartung 
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derartiger Miuse an. Danach leben von 100 solchen Mausen 
nach 1 Woche noch 97, nach 2 Wochen noch 53, nach 3 Wochen 
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Fig. 1 
Gewichtskurven von Miiusen, die bei A mit 0,2 cem Tumor-Ascites geimpft wurden 
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Fig. 2 
Lebenserwartung von Mausen, die mit 0,2 com Tumor-Ascites geimpft sind. Berechnet aus 
den Lebenstagen von 200 derart geimpften Méusen 


noch 2 Tiere. Eine Lebenserwartung von 4 Wochen hat keine 
solche Maus; von den 200 hier zusammengestellten Miusen lebte 
keine langer als 23 Tage nach der Impfung. 
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Tabelle 1 
g Zahl der Tiere g Zahl der Tiere 
0,0—0,3 keine 1,2—1,4 19 
0.3—0,4 12 1,4—1,6 6 
0,4—0,6 31 1,6—1,8 3 
0,6—0,8 AT 1,8—2,0 1 
0,8—1,0 44 2.0—2,2 1 
1,0—1,2 36 2,2—2,4 keine 














200 
Tiigliche Gewichtszunahme von 200 mit 0,2 cem Tumor-Ascites 
geimpften Miusen 

















Tabelle 2 
Lebenstage | Zahl der Tiere | Lebenstage | Zahl der Tiere 
1 keine 13 98 
- 14 33 
3 15 of 
4 16 270 
d 9 | 15 
6 2 18 8 
ri 3 19 
8 3 20 5 
o 21 3 
11 6 23 ] 
12 13 24 keine 
200 


Lebenstage von 200 mit 0,2 ecm Tumor-Ascites geimpften Miiusen 


Die Schwankung der taglichen Gewichtszunahme in Tab. 1 
erscheint auBerordentlich groB, und es ist daher zu fragen, welche 
Faktoren diese Schwankungen und vor. allem die extremen Ab- 
weichungen bedingen. Bei Impftumoren ist ein jahreszeitlicher 
KinfluB auf das Wachstum bekannt’), weiter wird man der Er- 
nihrung der Tiere Bedeutung beimessen miissen. Unsere Ver- 
suche, die jetzt ein Jahr laufen, lassen keinen sicheren Hinflu8 
der Jahreszeiten erkennen; hierzu wird man erst Stellung nehmen 
kénnen, wenn mindestens zweijihrige Beobachtungen vorliegen. 
Die Ernihrung der Tiere wird, soweit zur Zeit méglich, gleichmibig 
gehalten; sie erhalten Wasser in beliebiger Menge, Krankenhaus- 
abfalle, Korner-Mischfutter, gelegentlich Hefe und Lebertran. 


Sie zeigen bei dieser Kost gutes Wachstum und Fortpflanzungs- 
vermogen. 
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Versuche iiber einen KinfluB von verschiedenen Diitformen 
auf die Vermehrung des Ascites-Tumors habe ich noch nicht durch- 
gefibrt. An einem extremen Fall soll nur gezeigt werden, 
da8 die Ernihrung einen wesentlichen Faktor fiir das Tumor- 
wachstum darstellt. In Fig. 3 sind 4 Gewichtskurven von Mausen 
wiedergegeben. Kurve I stammt von Mausen, die bei normaler 
Kost bei A mit 0,2 com Tumor-Ascites geimpft wurden, entspricht 
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Kurve Iund II: Mause auf normaler Kost, I bei A mit 0,2 com Tumor-Ascites geimpft 
Kurve JII und IV: Mause hungernd, III bei A mit 0,2 ccm Tumor-Ascites geimpft, bei B 
Brotfiitterung, ab K normale Kost 





also der in Fig. 1 dargestellten Kurve. Kurve II ist die Gewichts- 
kurve von Miusen, die nur normale Kost erhalten und nicht ge- 
impft wurden. Die Kurven III und IV stammen von Mausen, 
die im ersten Teil des Versuchs hungern. Die zur Kurve III 
gehérigen Miause sind bei A mit 0,2 com Tumor-Ascites geimpft. 
Wahrend des Hungerns nehmen die Miause in III und IV stark 
im Gewicht ab, iuBerlich ist keine Entwicklung des Ascites-Tumors 
zu erkennen. Bei B erhalten III und IV Brotfiitterung, bei K 
werden sie auf die gleiche Kost gesetzt wie die Tiere von I und II. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 268 a) 
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Sie holen rasch im Gewicht auf. Bei den Tieren III beginnt mit 
bleibender Gewichtszunahme nun auch die Entwicklung des 
Ascites-Tumors, der bald zum Tode der Tiere fihrt. Der Versuch 
zeigt einmal, daf wihrend des Hungerns die Krebszellen nicht 
zugrunde gegangen sind. Zum andern bedingt diese Art der Er- 
naihrung aber ein zeitliches Aufschieben der Entwicklung des 
Ascites-Tumors, und wir werden annehmen kénnen, da auch 
weniger drastische Variationen der Ernahrung sich auf das Wachs- 
tum des Ascites-Tumors auswirken werden. 

Neben diesem Faktor, den man gut konstant halten kann, 
ist aber entscheidender das individuelle Reaktionsvermégen der 
Miause. Bei dem grofen Verbrauch an Miausen, den die Versuche 
mit dem Ascites-Tumor bedingen, war es mir noch nicht médglich, 
alle Versuche mit Mausen aus eigener Zucht durchzufihren. In 
Fig. 4 sind die durchschnittlichen Gewichtskurven von Miusen 
(je 5) verschiedener Rassen angegeben, die gleichzeitig mit je 0,2 ccm 
Tumor-Ascites aus ein und derselben Maus geimpft wurden. 
Hierfiir wurden Tiere aus einem weifen, einem schwarzen und 
einem braunen (dilute brown) Stamm verwendet. Hinsichtlich der 
Wachstumsgeschwindigkeit des Ascites-Tumors ist der braune 
Stamm dem schwarzen, und dieser wieder dem verwendeten weiBen 
Stamm tiberlegen. Der Versuch zeigt, daB die Verwendung rein- 
rassiger Tiere fiir die Untersuchung des Tumorwachstums not- 
wendig ist und daf speziell fiir Versuche seiner Beeinflussung 
vergleichbare Tiere verwendet werden miissen. 

Schon oben war erwaihnt worden, daB die iiberimpfte Zell- 
zahl fiir die Vermehrungsgeschwindigkeit des Ascites-Tumors von 
Bedeutung ist. Es lieB sich im Laufe unserer Untersuchungen 
nicht vermeiden, daB der zur Ubertragung benutzte Ascites in der 
Maus verschiedenes Alter erlangt hatte. Priifungen, die wir 
daraufhin unternommen haben, zeigten jedoch, daB das ver- 
schiedene Alter des Tumor-Ascites keinen groBen EinfluB auf die 
Wachstumsgeschwindigkeit hat. Trotzdem wird man aber mit 
Schwankungen der Zellzahl in dem iiberimpften Tumor-Ascites 
rechnen miissen. Um diesen HinfluB festzustellen, habe ich die 
Gewichtskurven von Mausen untersucht, die mit verschiedenen 
Zellzahlen geimpft wurden. Die Kurven sind in Fig. 5 dargestellt; 
sie veranschaulichen das oben schon qualitativ Angegebene, dab 
mit Herabsetzung der Zellzahl das Angehen des Ascites-Tumors 
zeitlich verzégert wird. Kurve I entspricht hierbei einer Uber- 
impfung von 64 Millionen Tumorzellen, Kurve II von 16 Millionen 
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und Kurve III von 4 Millionen Tumorzellen. Bei der Anwendung 
noch geringerer Zellzahlen treten die Streuungen durch das Tier- 
material sehr stark hervor, so daB die langsamst wachsenden 
Tumoren der einen von den schnellst wachsenden der nachsten 
Verdiinnungsstufe erreicht werden. Die in Fig. 5 angegebenen 
Kurven kénnen daher auch nicht als absolut giiltig angesehen 
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Gewichtskurven von mit 0,2 ccm Tumor-Ascites geimpften Mausen. 
Kurve I: dilute brown-Mause 
Kurve II: schwarze Miause 
Kurve III: weiBe Miause 


werden, da sie nach den in Fig.4 dargestellten Befunden an an- 
derem Tiermaterial sehr wahrscheinlich anders verlaufen wiirden. 
Kine erneute ,,.Kichung“ der Gewichtszunahme in Abhingigkeit 
von der iiberimpften Zellzahl werde ich durchfiihren, wenn mir 
geniigend reinrassige Miuse zur Verfiigung stehen. Immerhin ge- 
statten diese Versuche einen orientierenden Anhalt fiir die 
Teilungsgeschwindigkeit der Krebszelle zu geben. Fiir den Zell- 
i * 
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gehalt des Tumor-Ascites kann man als Durchschnittswert ver- 
schiedener Zihlungen eine Menge von 150 Millionen Zellen pro 
ccm annehmen. Fiir Kurve I betraigt die Gewichtszunahme 11 g 
oder praktisch gleich 11 ccm; in 11 Tagen sind demnach aus 
64 Millionen Krebszellen 1650 Millionen Krebszellen geworden. 
Da bei jeder Teilung aus einer Zelle zwei entstehen und die 
Teilungsgeschwindigkeit proportional der Zahl der vorhandenen 
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Fig. 5 
Gewichtskurven yon Miusen 
Kurve I: Bei A mit 64 Millionen Tumorzellen geimpft 
Kurve II: Bei A ,, 16 
Kurve III: Bei A ,, 4 
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Zellen ist, wird die Vermehrung der Krebszellen foleendem Ge- 


setz folgen: t 


Z,=2, 2m. 


In dieser Gleichung ist Z, die Zahl der Zellen zur Zeit ¢ in 
Tagen, Z, die Zellzahl zur Zeit Null, also die iiberimpfte Zell- 
zahl. ty schlieBlich ist die Zeit, in der aus einer Krebszelle zwei 
geworden sind. Setzt man die oben angegebenen Zahlen ein, so 
erhalt man fiir ty einen Wert von 2,3 Tagen. Werte zwischen 
2 und 2,5 Tagen fir tyerhalt man auch aus den anderen Ver- 
suchen. Fiir die Zeit, in der die Zelle des Ascites-Tumors heran- 
wichst und einen Teilungsvorgang durchmacht, kann man also 
annihernd einen Wert von 2—21/, Tagen ansetzen. Dieser Wert 
wird, wie es die Schwankungen der Gewichtszunahmen in Tab. 1 
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zeigen, bei verschiedenen Tieren Abweichungen zeigen, aber er 
kann zur Abschatzung herangezogen werden, welche Zeit not- 
wendig ist, damit aus einer einzigen Krebszelle so viele Krebs- 
zellen entstehen, daB sich ein iuBerlich erkennbarer Ascites-Tumor 
entwickelt. Setzen wir nach Fig. 5, Kurve I die Zahl von 
64 Millionen Zellen als notwendig an, damit der Ascites-Tumor 
erkennbar wird, so miissen 26 Mitosezeiten t;; abgewartet werden 
(2?6 = etwa 64 Millionen), also 52—65 Tage, wenn wir fiir ty 2 bis 
2,5 Tage einsetzen. Diese Zahl ist insofern wichtig, als man bei 
irgendwelchen Beeinflussungen des Wachstums des 'umor-Ascites 
nur dann von einer ,,Heilung“ sprechen kann, wenn die Maus 
in dem Zeitraum von 52—65 Tagen keinen Ascites- Tumor 
bekommt. 

Die Gewichtskurve, die man an den mit Tumor-Ascites ge- 
impften Mausen erhilt, ist eine Uberlagerung von 3 verschiedenen 
GroéBen: 1. der Gewichtszunahme durch die sich vermehrenden 
Krebszellen; 2. Gewichtszunahme durch die Bauchhdhlenfliissig- 
keit und 3. der Gewichtsinderung des Tieres selbst wihrend des 
Wachstums des Ascites-Tumors. Die Gewichtszunahme durch 
die Krebszellen selbst ist relativ gering und bewegt sich in der 
GréBenordnung von 1—2 g, sie macht etwa 15°/, der taglichen 
Gewichtszunahme aus (im Durchschnitt erhalten 10 g Tumor- 
Ascites 1,5 g Zentrifugierriickstand). Die Gewichtsabnahme nach 3 
ist auch nicht sehr erheblich; Mause mit Ascites-T'umor wurden 
nach ihrem Tode von dem Ascites befreit und gewogen; sie zeigen 
gegeniiber ihrem Anfangsgewicht eine Gewichtsabnahme von 2 bis 
3g. Das Bestimmende fiir den Charakter der Gewichtskurve ist 
das Gewicht der Bauchhéhlenfliissigkeit selbst ohne die Krebs- 
zellen. Die Vermehrung des Ascites ist aber mit der Vermehrung 
der Krebszellen funktionell verkniipft und stellt so die erfaBbare 
vergroéBernde Projektion der an sich gewichtsmifig geringen Zu- 
nahme der Krebszellen dar. Bei einer Beeinflussung der Ent- 
wicklung des Ascites-Tumors kénnte nun eine Anderung der 
Gewichtskurve nicht nur durch eine Beeinflussung der Vermehrung 
der Krebszellen bedingt sein, sondern auch durch eine Wirkung 
auf nur einen der Teilfaktoren, indem etwa der einwirkende Stoff 
nur eine Gewichtsabnahme des Tieres auslést oder es kénnte 
eine Stérung der Sekretion des Ascites vorliegen. Wenn 
man auch diese Fehlerméglichkeiten in Betracht ziehen mu, so 
haben doch die Versuche bisher praktisch eindeutige Ergebnisse 
geliefert. 
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Nach den vorstehenden Ergebnissen wird man also zu Ver- 
suchszwecken den KinfluB der Nahrung bei Versuchs- und Kontroll- 
tieren durch gleichmiBige Ernihrung wenigstens relativ aus- 
schalten. Weiter ist es notwendig, gleichmaBiges und vergleich- 
bares Tiermaterial zu verwenden und schlieBlich auf gleichartige 
Uberimpfung zu achten. Zur Untersuchung der Kinwirkung einer 
Substanz auf die Vermehrung des Ascites-Tumors habe ich folgende 
Versuchsanordnung eingehalten: Miuse gleicher Zucht und még- 
lichst gleichen Gewichts (iiber 15 g) werden in Gruppen zu je 
5 Tieren 5—6 Tage vor Versuchsbeginn gewogen und dann gleich- 
zeitig mit je 0,2 com Tumor-Ascites aus einer Maus geimpft. Eine 
Gruppe der geimpften Miuse erhilt auBerdem intraperitoneal eine 
Lésung der zu untersuchenden Substanz, die méglichst so gelést 
ist, daB nicht mehr als 0,5 ccm injiziert werden miissen. Ist die 
Wirkung des Stoffes selbst auf die Maus unbekannt und falls die 
injizierte Menge in der Nahe der toxischen Dosis liegt, so wird 
gleichzeitig eine Gruppe von 5 Mausen in den Versuch genommen, 
die nur den zu priifenden Stoff erhalt und auch deren Gewichts- 
kurve festgestellt. Die Wigungen der Tiere werden morgens vor 
der Fiitterung durchgefihrt. 

Als Beispiele fiir die EKinwirkung von indifferenten Stoffen 
sind in den Fig. 6 und 7 der Einflu8 von physiologischer Koch- 
salzlésung und von Prontosil solubile auf das Wachstum des 
Ascites-Tumors dargestellt. Wie zu erwarten, hat die Injektion 
von physiologischer Kochsalzlésung keine Wirkung auf den Ascites- 
Tumor. Das gleiche gilt fiir das Prontosil solubile (Dinatrium- 
salz der 4’-Sulfonamido-phenylazo-7-acetylamino-1-oxy-naphtalin- 
3,6-disulfonsiure), das in einer Dosis von 1 mg tiiglich angewendet 
wurde. Wie Fig. 7 zeigt, stimmen die Gewichtskurven der be- 
handelten und unbehandelten Ascites-Miuse praktisch vollig iiber- 
ein; dieses auBerordentlich starke Bakteriengift hat also auf 
die Vermehrung der Zelle des Ascites-Tumors keinen EinfluB, 
Boyland?’) hat mit einigen bactericiden Substanzen eine Hemmung 
des Tumorwachstums erzielt; diese Befunde wurden teilweise von 
Dittmar‘) nachgepriift und bestitigt. Es muB offen bleiben, ob 
andersartig substituierte Sulfonamide einen Kinflu8 auf die Ver- 
mehrung des Ascites-Tumors haben. 

Im AnschluB an die Reindarstellung des Auxins und des 
Biotins hat Kégl}%) die Ansicht geiuBert, daB das ungehemmte 
Wachstum der Krebszelle nicht etwa durch eine Uberproduktion 
von solchen Wirkstoffen durch die Krebszelle bedingt ist; nach 
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Kogls!*) Befunden ist diese Kigenschaft in dem Einbau ,,un- 
natiirlicher“ d-Aminosiuren in die Proteine der Tumorzelle be- 
srindet. Fir das Wachstum und die Teilung der Krebszelle 
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Fig. 6 
Bei A mit 0,2 ccm Tumor-Ascites geimpft 


Bei A mit 0,2 ccm Tumor-Ascites, bei B mit je 0,5 ccm 
physiol. Kochsalzlésung gespritzt 
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Ausgezogene Kurve: 
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Fig. 7 
Gestrichelte Kurve: Bei A mit 0,2 cem Tumor-Ascites geimpft 
Ausgezogene Kurve: Bei A mit 0,2 ccm Tumor-Ascites, bei B mit je 1 mg 


Prontosil solubile gespritzt 
Kurve III: Bei B je 1 mg Prontosil solubile 


werden aber auch irgendwelche Wirkstoffe notwendig und die Ver- 
mehrung der Krebszelle wird durch Wirkstoffe beeinflu8bar sein. 
Ich habe in der’ Versuchsanordnung des Ascites-Tumors eine Reihe 
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von Organextrakten, biologischen Flissigkeiten, Vitaminen und 
Hormonen auf ihren EinfluB auf die Vermehrung der Krebszelle 
gepriift, in der Hoffnung hierbei Faktoren zu finden, die die Ver- 
mehrung der Krebszelle beschleunigen. In einigen Fallen wurden 
hierbei auch Férderungen beobachtet, doch haben sich diese 
Versuche noch nicht als reproduzierbar erwiesen. Die Schwierig- 
keit, eine férdernde Wirkung einer Substanz festzustellen, dirfte 
darin liegen, da bei ausreichender Ernihrung des Versuchstieres 
schon optimale Bedingungen fiir die Vermehrung der Krebszelle 
vorliegen, so daB eine weitere Steigerung nicht mehr zu erreichen 
ist. Die Verhaltnisse waren etwa zu vergleichen mit den Be- 
funden, die kiirzlich R. Kuhn, Th. Wieland und E. F. Moller’) 
bei der Untersuchung der Vermehrung von Milchsiurebakterien 
in Gegenwart von Pantothensaiure gemacht haben: durch geringe 
Mengen Pantothensiiure wird die Vermehrung beschleunigt, von 
einer bestimmten Konzentration ab wird sie aber konstant und 
ist in diesem Maximalwert nicht mehr beeinflu8bar. Die gleiche 
Menge Pantothensdure, die, zu einer wirkstofffreien Nihrlésung 
zugesetzt, eine starke Vermehrung bewirkt, kann beim Zusatz zu 
einer Nihrlésung, die schon Pantothensiure enthalt, gar keine 
Wirkung mehr nachweisen lassen. So wird die zusiatzliche Gabe 
etwa von Vitaminen an ausreichend ernihrte Mause keinen Effekt 
erwarten lassen, umgekehrt aber die Gabe an vitaminarm er- 
nabrte Miuse auch kein eindeutiges Bild ergeben, da das Vitamin 
sich dann zunichst auf das Tier auswirkt, die Vermehrung der 
Krebszellen also nur mittelbar beeinfluBt wird. Uber diese Ver- 
suche soll spater berichtet werden. 

Empirisch sind in den letzten Jabren einige Stoffe gefunden 
worden, die auf das Wachstum und die Vermehrung der Krebs- 
zelle hemmend wirken, z.B. einige aliphatische Aldehyde!®). Die 
Suche nach solchen hemmenden Faktoren wird sich in erster Linie 
von den beiden grundsitzlichen Erkenntnissen leiten lassen, die 
tiber die Unterschiede im Chemismus der Krebszelle gegeniiber 
der normalen Zelle erzielt wurden. Der eine Angriffspunkt liegt 
in den Befunden von O. Warburg?) und von vy. Euler?) iiber die 
aerobe Glykolyse der Krebszelle und der Verinderung ihrer Redox- 
katalysatoren; der zweite in den Befunden von Abderhalden?’) 
tiber das Auftreten von Abwehrfermenten im Organismus des 
Carcinomtrigers, deren Spezifitat durch die Ergebnisse von Kigl 
eine zwanglose Deutung findet, und die méglicherweise den 
von Waldschmidt-Leitz?°) im Serum von Carcinomkranken 
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gefundenen d-Peptidasen nahestehen. Als Beispiel einer auf den 
Ascites-Tumor hemmend wirkenden Substanz hatte ich an anderer 
Stelle!) das 5,6-Benzo-9-phenyl-flavin angegeben. 

Eine weitere Méglichkeit, die Vermehrung der Krebszelle 
zu hemmen, besteht in der Anwendung von Mitosegiften (karyo- 
klastischen Giften), d.h. Substanzen, die den Teilungsvorgang der 
tierischen Zelle beeinflussen und Phasen der Teilung hemmen. Zu 
solchen Mitosegiften gehért nach Dustin*) in erster Linie das 
Colchicin; es wirkt in gleicher Weise auf die Zellen normalen wie 
carcinomatésen Gewebes, was in Versuchen am Tier und in der 
Gewebekultur nachgewiesen wurde?’), Es stellt also kein Mittel 
dar, das spezifisch die Teilung der Krebszelle hemmt, zeigt aber 
im Tierversuch eine deutlich hemmende Wirkung auf das Wachstum 
von Tumoren?’), Von Schairer*) wurde nachgewiesen, daB es 
bei der EKinwirkung auf die Zellen des Ascites-Tumors diese im - 
Mitose-Stadium fixiert. Ich habe die Einwirkung des Colchicins 
auf die Vermehrung der Zellen des Ascites-Tumors untersucht. 
Das Colchicin ist sehr giftig, schon 807 téten eine Maus von 19¢ 
innerhalb 24 Stunden. Bei mehrmaliger Injektion sind Gaben an 
fiinf aufeinander folgenden T'agen von je 5 und je 10 y Colchicin 
fiir die Maus noch vertraglich, wahrend je 15, 20 und 30,  tédlich 
wirken. Bei der Beeinflussung des Ascites-Tumors kann man also 
nur bis zu einer taglichen Dosis von 10 y Colchicin gehen. In 
der Fig. 8 sind Gewichtskurven von Mausen dargestellt, die mit 
Colchicin und Tumor-Ascites gespritzt wurden. Kurve I ist die 
Gewichtskurve der Kontrolltiere, die nur bei A mit 0,2 ccm 
Tumor-Ascites geimpft wurden; Kurve II gehért zu Tieren, die 
bei A mit 0,2 com Tumor-Ascites geimpft wurden und auferdem 
taglich 10y Colchicin erhielten. Kurve III ist die Gewichtskurve 
von Miusen, die bei C nur 10 y Colchicin erhielten, also nicht 
mit Tumor-Ascites geimpft wurden. Die alleinige Injektion von 
10 y Colchicin wird gut vertragen, die Steigerung auf 20,7 fiihrt 
aber unter Gewichtsabnahme zum Tode (KurvelV). Die Injektion 
des Colchicins hat auf die Entwicklung des Ascites-Tumors einen 
deutlich hemmenden EinfluB (Kurve II) gegeniiber den Kontrollen 
(Kurve I), Im ganzen gesehen ist der Kinflu8 des Colchicins so, 
als ob an die Stelle der Teilungszeit t;, von 2 bis 2,5 Tagen eine 
von 4 bis 5 Tagen getreten wiire, also eine Verlangsamung der 
Zellteilung eingetreten wire. In Wirklichkeit wird die Zellteilung 
wahrend der Colchicininjektionen gleich null sein und nach dem 
Absetzen der Injektionen und der Ausscheidung des Colchicins 








74 Hans Lettré, 


wieder auf ihren normalen Wert zuriickgehen. Die Verlangsamung 
der Zellteilung unter der Wirkung des Colchicins driickt sich auch 
in den Lebenstagen der mit Colchicin behandelten Miuse aus. 
Die an 40 mit Colchicin behandelten und mit Tumor-Ascites 
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Kurve I: Bei A mit 0,2 ccm Tumor-Ascites geimpft 

Kurve II: Bei A mit 0,2 ccm Tumor-Ascites und bei C mit je 10 y Colchicin gespritzt 
Kurve III: Bei C mit je 10 y Colchicin gespritzt 

Kurve IV: Bei C mit je 20 y Colchicin gespritzt 





geimpften Miausen beobachteten Lebenstage sind in Tab. 3 
zusammengestellt. 


























Tabelle 3 
Lebenstage |Zahl der Tiere}} Lebenstage | Zahl der Tiere 
10 4 28 2 
20 4 29 2 
21 1 30 2 
22 3 31 1 
23 3 33 1 
24 3 38 2 
25 2 56 1 
26 2 67 1 
27 2 200 *.. 
40 
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Aus diesen Zahlen wurde die Kurve IT in Fig.9 zusammen- 
gestellt. Sie gibt die Lebenserwartung von Mausen an, die mit 
0,2 com Tumor-Ascites geimpft sind und auferdem mit Colchicin 


-behandelt wurden. In KurvelI der Fig. 9 ist die Lebenserwartungs- 


kurve von unbehandelten Mausen mit Ascites-Tumor (Fig. 2) der 
von mit Colchicin behandelten Mausen gegeniibergestellt. Wihrend 
bei den unbehandelten Mausen 50°/, nach 14 Tagen gestorben 
sind, sind bei den mit Colchicin behandelten Mausen erst nach 
26 Tagen 50°/, gestorben. Der mitosehemmende Einfluf des Col- 
chicins wirkt sich also auch in der Lebenserwartung der so be- 
handelten Miuse mit Ascites-Tumor gut aus. 
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Kurve I: Lebenserwartung von Miusen, die mit 0,2 ccm Tumor-Ascites geimpft sind 


Kurve II: Lebenserwartung von gleichen Mausen, die auGerdem mit Colchicin behandelt 
wurden, berechnet aus den Lebenstagen von 40 Miiusen 
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Mit diesen hier mitgeteilten Beobachtungen sollte gezeigt 
werden, daB der Ascites-Tumor einen sehr guten Indikator fiir 
Untersuchungen iiber die Beeinflussung des Tumorwachstums dar- 
stellt, also als Testobjekt zur Priifung von Substanzen auf ihre 
Wirkung auf die Krebszelle zu verwenden ist. Gegeniiber den 
bisher verwendeten Testmethoden hat die Auswertung am Ascites- 
Tumor den Vorteil, daB man mit einem relativ kleinen Tiermaterial 
einen guten Einblick in die Wirkung einer Substanz erhilt und 
daB man diese Wirkungen sehr schnell, innerhalb 8 Tagen, be- 
urteilen kann. Fiir das Gesamtproblem der Beeinflussung des 
Tumorwachstums ist zu beachten, daB es sich bei dem Ascites- 
Tumor um einen Impftumor handelt, fiir dessen Bewertung die 
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oben angefiihrten Momente gelten. Zum andern ist die hier be- 
nutzte intraperitoneale Injektion der zu priifenden Substanzen beim 
Ascites-Tumor identisch mit einer intratumoralen Injektion, die 
auch bei festen Geschwiilsten Einfliisse erkennen laBt, die bei 
tumorferner Injektion nicht zu erkennen sind. Bei dem derzeitigen 
Stande des Krebsproblems erscheint es mir aber durchaus zweck- 
maBig, fir die Untersuchung der Wirkung chemischer Faktoren 
auf die Vermehrung der Krebszelle ein besonders leicht reagierendes 
Testobjekt zu verwenden. Uber die Beobachtungen, die bei der 
Kinwirkung verschiedener Stoffgruppen auf den Ascites-Tumor ge- 
macht wurden, soll spiter berichtet werden. 


Dem Direktor des Geschwulstinstituts, Herrn Prof. Dr. H. Cramer, 
bin ich fiir die stete Férderung dieser Untersuchungen zu groBem Dank 
verpflichtet. Friulein Eva Teske und Herrn W. Brinck danke ich fiir ihre 
fleiBige und wertvolle Hilfe bei der Durchfiihrung der Arbeit. 
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64. Mitteilung 


Von 


Martin Schenck 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1941) 








Nachtrage zu friiheren Mitteilungen 
1. Einwirkung von salpetriger Saure auf 6-Aminobiliansaure 


6-Aminobiliansiure C,,H,,NO, (I) entsteht durch Reduktion 
mit Zinkstaub und Ammoniak aus 6-Nitro-([sonitro-) biliansiure 
C,,H,,NO,,, die ihrerseits aus Bilianséiure unter dem Einfiu8 von 
Salpetersiure (D. 1,4) von Raumtemperatur sich bildet. 6-Amino- 
biliansiure reduziert als g-Aminoketon Fehlingsche Lésung, und 
zwar bereits in der Kilte, und wird dabei selbst zu Ciliansiiure 
C,,H,,0,, (II) oxydiert'). Als Zwischenprodukt hat man bei dieser 
Reaktion 6-Ketobiliansiure anzunehmen, die dann nach W. Borsche 
und R, Frank?) eine Benzilsiure-Umlagerung zu Ciliansiure er- 
fahrt. Ks ist versucht worden mittels salpetriger Siure aus 6-Amino- 
biliansiure 6-Oxybiliansaéure herzustellen, die sich als e-Oxyketon 
ebenfalls durch Fehlingsche Lésung oxydieren lassen muBte, wo- 
bei auch hier die Bildung von Cilianséiure zu erwarten war. Der 
Versuch ergab, daB 6-Oxybiliansaure nicht oder nur in sehr geringem 
Ausmae entstanden war, denn das Reaktionsprodukt reduzierte 
Hehlingsche Lisung in der Kalte nicht und auch beim Kochen 
trat nur eine sehr geringfigige Reduktion ein; auch lieB sich in 
dem nach dem Kochen isolierten Stoff Ciliansiure, die durch 
charakteristische Krystallform ausgezeichnet ist, nicht nachweisen. 
Auch 6-Ketobilians’ure war bei der Einwirkung von salpetriger 
Saure auf 6-Aminobiliansiure nicht gebildet worden, denn auch 
sie hatte beim Kochen mit Fehlingscher Liésung vermége des 
Alkaligehaltes der letzteren in Ciliansiure iibergehen miissen. 





) Diese Z. 264, 272 (1940). 2) Ber. chem. Ges. 60, 723 (1927) 
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Welcher Stoff nun tatsaichlich entstanden war, kann auf Grund 
der bisher ausgefiihrten Versuche noch nicht angegeben werden. 
Es sei daran erinnert, daB die Einwirkung von salpetriger Siure 
auf primaire Amine nicht immer zum entsprechenden Alkohol fihrt, 
daB vielméhr in vielen Fallen andere Reaktionen sich vollziehen, 
z.B. Wanderung der Hydroxylgruppe an ein anderes C-Atom, Wasser- 
abspaltung, Ringverengerung. 


Die Herstellung der 6-Aminobiliansiure erfolgte nach friiher gemachten 
Angaben’). Es ist friiher bereits erwihnt worden, daB bei einer Darstellung 
der Siure das Umkrystallisieren sich ertibrigte, da das zunichst kleisterartig 
sich ausscheidende Produkt beim Stehen vollstindig krystallinisch wurde’). 
Wie jetzt gefunden wurde, gelingt diese Uberfiihrung in den krystallisierten 
Zustand immer, wenn man dafiir sorgt, da beim Ansiuern des Filtrates 
von Zinkearbonat mit Salzsiure das Produkt sich nicht in Form einer steifen 
Gallerte, sondern in Gestalt eines diinnen Kleisters ausscheidet (u. U. Wieder- 
auflésen der Gallerte in verdiinnter Sodalésung und vorsichtige erneute 
Fallung mit Salzsiiure). Beim lingeren Stehen unter wiederholtem Umriihren 
mit dem Glasstab wird die gallertige Masse vollstindig krystallinisch. Das 
auf diese Weise gewonnene Material wurde fiir die weiteren Versuche ver- 
wendet. 

0,38 g Aminobiliansiure léste man bei gewéhnlicher Temperatur in 
2 ccm Eisessig und gab 2cem einer 23°/,igen wiBrigen Natriumnitritlésung 
(30 g Nitrit auf 100 ccm Wasser) hinzu. Die lebhaft einsetzende Gasentwicklung 
wurde mit der Zeit schwicher. Nach 3 Stunden erzeugte man durch Zusatz 
von Wasser zur klaren Lésung eine harzige Fillung, die in Form einer 
zusammenhingenden Masse mit Hilfe eines Glasstabes mit Wasser durch- 
geknetet wurde, wobei sie allmihlich spréde und zerreibbar wurde. Das 
Rohprodukt léste man hierauf in wenig Eisessig und versetzte die Lésung 
mit Wasser, es entstand eine milchige Fallung, die spiiter fest wurde und 
unter dem Mikroskop undeutlich krystallinische Beschaffenheit zeigte. Aus- 
beute: 0,11 g. Im Schmelzréhrchen sinterte die Substanz bei etwa 140° 
stark, um bei etwa 147° aufzuschiumen. Das exsiccatortrockene Produkt 
erwies sich bei einer Verbrennung nach Dumas als stickstofffrei. Es gelang 
bisher nicht, das Material in gut krystallisierte Form iiberzufiihren. — Zur 
Prifung mit Fehlingscher Lésung wurde das wie oben erhaltene Rohprodukt 
(aus 0,36 g Aminosiure) in 10cem alkalischer Seignettesalzlésung (Fehling IT) 
gelést und die Flissigkeit mit 10ecm Kupfersulfatlésung* (Fehling I) versetzt. 
In der Kalte trat keine, bei 10 Minuten langem Kochen nur eine sehr ge- 
ringfiigige Reduktion ein; nach dem Erkalten gab die vom Kupferoxydul 
abfiltrierte Lésung beim starken Ansiuern mit Salzsiure eine amorphe hell- 
braune Fillung, deren Menge gering war und die sich nicht in krystallisierte 
Form bringen lie8, insbesondere waren die charakteristischen diinnen, ge- 
bogenen, verfilzten Nadeln der Ciliansiiure nicht zu beobachten, so dab 


Ciliansiure tiberhaupt nicht oder nur in sehr geringem Umfange entstanden 
sein konnte. 





1) Diese Z. 244, 251 (1936). 
*) Diese Z. 264, 272 (1940). 
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2. Zur Umlagerung der Nitro-(Isonitro-) ketolactamtricarbonsiure 
C, 4H; ,N,0, 


Die Verbindung C,,H,,N,0,, (,,@-Séure, IIT) erfahrt durch 
heiBe Schwefelsiure eine molekulare Umlagerung zur isomeren 
,p-Siure“, fir die das Strukturbild IV angenommen worden ist?). 
Statt der Gruppe —CO-—N(OH)—CO— in Ring B ist u. U. die 
Gruppierung —C(: NOH)--O—CO— zu setzen. Die Umlagerung der 
a-Saure in die #-Saure wiirde sich an die Seite stellen der Um- 
wandlung des a@-Nitrocamphers in das ,,Camphonitrophenol, das 
von Lowry’) als das Oxim des Camphersdureanhydrids (Camphoryl- 
oxim) bzw. als das Oximid der Camphersiure erkannt wurde. Fir 
die angenommene Struktur der #-Saéure sprechen die braunrote 
Farbreaktion mit Eisen-3-chlorid und die Beobachtung, daB die 
Siure nach Kochen mit Salzséure und Alkalisieren der Lésung 
bereits bei gewéhnlicher Temperatur Fehlingsche Lésung und 
ammoniakalische Silberlésung reduziert, was auf eine Abspaltung 
von Hydroxylamin bei dem Kochen mit Salzsiure bezogen worden 
ist. Camphoryloxim gibt nach Lowry beim Erhitzen mit konzen- 
trierter Salzsiure im Rohr auf 140° Camphersiure, und es lift 
sich in der von der Camphersiaure getrennten Fliissigkeit Hydroxyl- 
amin durch Fehlingsche Lésung und ammoniakalische Silber- 
lésung nachweisen. Um die fiir die 6-Siure angenommene Formel IV 
weiter zu stiitzen, ist versucht worden, die nach Abspaltung des 
Hydroxylamins restierende Lactampentacarbonsaiure C,,H,,NO,, 
bzw. die bei gleichzeitiger Aufspaltung des Lactamringes zu er- 
wartende Aminohexacarbonsaure C,,H,,NO,, zu isolieren. Es ist 
dies aber bisher nicht gelungen, lediglich die ,Aminosiure B“ 
C,,H,,N,0,, (Formel wie IV, nur Lactamring aufgespalten) lieB 
sich bei kurzdauerndem Kochen der #-Saure mit 10°/,iger Salz- 
siure in amorpher Form gewinnen; dieselbe Aminosiure, ebenfalls 
amorph, wurde auch aus der ,,Aminosiure A“ C,,H,,N,0,, (Formel 
wie III, nur Lactamring aufgespalten) durch Erhitzen mit 90°/,iger 
Schwefelsiure hergestellt*), — Mit alkalischer Permanganatlésung 
von Raumtemperatur liefert die 8-Siure im Gegensatz zur «-Siure 
ein farbloses Gas, das aus Stickstoff und einer kleinen Menge (1,5°/,) 
Sauerstoff besteht, diese kleine Sauerstoffmenge stammt wohl un- 
mittelbar aus dem Permanganat. Auch etwas Stickoxydul diirfte 





) Diese Z. 248, 174 (1937). 
) J. chem. Soc. Lond. 73, 999 (1898). 
5) Diese Z. 253, 244 (1938). 
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neben Stickstoff gebildet werden, aber in der alkalischen Per- 
manganatlésung gelést bleiben. Es wurde nimlich beobachtet, daB 
Hydroxamsiuren unter dem Kinflu8 alkalischer Permanganatlisung 
von Raumtemperatur ein farbloses Gas entwickeln, das in je nach 
der Art der gepriften Hydroxamsiure wechselndem Verhiltnis 
aus Stickstoff und Stickoxydul besteht, dergestalt, daB das letztere 
auch ganz iiberwiegen kann und ihm nur wenig Stickstoff bei- 
gemischt ist). DaB auch die #-Siure Gasentwicklung zeigt, er- 
klart sich daraus, da8 in ihr in Ring B die anhydridartige Ver- 
einigung einer Hydroxamsduregruppe mit einer Carboxylgruppe 
vorliegt und offenbar die Hydroxamsiiuregruppe auch in dieser 
anhydridartigen Bindung durch Permanganat zersetzt wird. Die 
Gasbildung kann somit als eine Stiitze fiir die Formel IV der 
8-Saiure angesehen werden. Nach Abspaltung des Hydroxamsiure- 
stickstoffs durch die alkalische Permanganatlésung war mit dem 
Auftreten einer Lactampentacarbonsiure C,,H,.NO,, (vgl. oben) 
oder u. U. auch einer Lactamsaure C,,H,,NO,, (mit Saureanhydrid- 
ring B) zu rechnen. Es lieB® sich indessen nur in geringer Aus- 
beute eine zwar farblose, aber amorphe Substanz isolieren, die 
wegen ihres verhiltnismaBig hohen Stickstoffgehaltes (3,72°/,) als 
nicht einheitlich angesehen und vorliufig nicht weiter untersucht 
wurde”), — Als die Priifung des aus der #-Saéure unter dem Ein- 
flu8 alkalischer Permanganatlésung entwickelten Gases in Gir- 
réhrchen vorgenommen wurde, war bereits festgestellt worden, daB 
auch die Lisung der (-Siure in etwa 50°/,iger Schwefelsiure 
mit Permanganat reichlich Gas entwickelt (unveréffentlichte Beob- 
achtung); diese Versuche wurden damals, als man sich zundchst 
fir die Priifung des durch Permanganat entbundenen Gases inter- 
essierte, nicht weiter verfolgt, da die Untersuchung wegen der 
groBen aus dem Permanganat bei Gegenwart von Schwefelsiure 
entstehenden Sauerstoffmenge kompliziert wurde, sie sind jetzt 
wieder aufgenommen worden in der Hoffnung, auf diese Weise zu 
einer der Sauren C,,H,.NO,, (fiinfbasisch) oder C,,H,,NO,, (drei- 
basisch, mit Saéureanhydridring B) zu gelangen. Es lieB sich in 
der Tat aus der #-Siure mittels Permanganats bei Gegenwart von 
Schwefelsiure eine farblose und, wenn rein, gut krystallisierende 
Verbindung gewinnen, die aber bei der Titration eine unerwartet 
niedrige Aciditét zeigte und in ihrem Carboxylgehalt weder der 





1) M. Schenck, Diese Z. 262, 47 (1939); M. Schenck u. L. Wolf, 
Ber. chem. Ges. 73, 25 (1940). 


*) Diese Z. 253, 251 (1938). 
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fiinfbasischen Siiure C,,H,,NO,, noch der dreibasischen Anhydro- 
siure C,,H,,NO,, entsprach, auch ergab sich beim Kochen mit 
iiberschiissiger Lauge keine Steigerung der Aciditiét, weshalb ein 
Siureanhydridring in dem neuen Kérper nicht anzunehmen ist. 
Das bei der Titration ermittelte Aquivalent fiihrte vielmehr, unter 
der wahrscheinlichen Annahme, da8 die Siure zweibasisch ist, zu 
einem Molekulargewicht von etwa 373. Ks muB sich also wohl 
um ein Abbauprodukt der f-Siure handeln, dem die empirische 
Formel C,,H,,NO, (Mol.-Gew. 369,32) zukommen kénnte. Das 
Struktursymbol V soll nur eine Méglichkeit fiir eine Siure C,,H,,NO, 
wiedergeben. Ob der genannte empirische Ausdruck der Siure wirk- 
lich zunkommt, muB die weitere Untersuchung der neuen Verbindung 
lehren. Dabei ist auch festzustellen, was aus den 6 nach Annahme 
abgespaltenen Kohlenstoffatomen wird. Es sei hier darauf hin- 
gewiesen, da sich bei einem Girréhrchenversuch in dem aus der 
schwefelsauren Lésung der f-Siure durch Permanganat ent- 
wickelten farblosen Gas ein durch Lauge absorbierbarer Bestand- 
teil (vermutlich CO,) nachweisen lieB. 


Herstellung der #-Siiure IV nach den Angaben der 53. Mitteilung’). 
1,25 g @-Siure brachte man mit 16 ccm einer etwa 50°/,igen Schwefelsiure 
(bereitet aus 15 cem Wasser und 10 cem konzentrierter Schwefelsiure) zu- 
sammen, bei gewéhnlicher Temperatur ging die Substanz allmihlich in Lésung 
(Zerdriicken mit dem Glasstab), auf minimale ungelést gebliebene Partikel 
wurde keine Riicksicht genommen. Man gab nun in kleinen Portionen fein 
gepulvertes Kaliumpermanganat hinzu. Bei jedem Zusatz zischte die Lésung 
beim Umschiitteln lebhaft auf unter Entwicklung eines farblosen Gases und 
unter Entfirbung des Permanganats. Mit dem Zugeben des Oxydationsmittels 
wurde so lange fortgefahren, bis die Permanganatfarbe bestehen blieb, was 
nach etwa 12 Minuten erreicht war, die Fliissigkeit hatte sich dabei sechwach 
erwirmt. Durch Zusatz von wenig gepulvertem Natriumbisulfit wurde der 
PermanganatiiberschuB beseitigt, worauf man die wasserhelle fast klare 
Flissigkeit durch Filtrieren vollends klirte. Dann versetzte man die Lisung 
mit Wasser (etwa 140 cem) und erzeugte hierdurch eine farblose Fiillung, 
die nach mehrstiindigem Stehen abgesaugt und dreimal mit wenig Wasser 
gewaschen wurde. Den Filterriickstand erhitzte man zuniichst mit 5 ccm 
30°/,iger Essigsiiure, wobei ein Teil in Lésung ging. Beim Umschiitteln 
ballte sich das Ungeléste zusammen, so daB sich die noch warme Lisung 
abgieBen lieB. Beim Erkalten schied sie eine schwach gelb gefirbte Masse 
aus, die sich nicht in die krystallisierte Form bringen lieB. Dagegen wurde 
das von den 5 ccm Essigsiiure nicht Geléste beim Erhitzen mit weiteren 
5eem 30°/,iger Essigsiiure in seiner Gesamtheit krystallinisch: Néidelchen, 
die nach liingerem Stehen abgesaugt, mit 30°/,iger Essigsiiure gewaschen 
und fiir die Analysen bei 110—120° getrocknet wurden. Ausbeute an diesem 
Material: 0,17 g. Die Substanz zersetzt sich bei etwa 215° unter Aufschéumen. 





) Diese Z. 251, 39 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 6 
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Fiir die Titrationen brachte man die Proben mit je 10 eem 96°/,igem Alkohol 
zusammen, wobei, auch beim Erwiirmen, keine vollstindige Lésung eintrat, 
diese erfolgte vielmehr erst wiihrend der Titration. Phenolphthalein; der 
geringe Verbrauch des Alkohols an Lauge ist berticksichtigt. 


0,1768 g Subst.: 5,3 cem N (19°, 757,0 mm). — 0,1484 g Subst.: 7,9 eem 
n/10-NaOH. — 0,1518 g Subst.: 8,2 cem n/10-NaOH. 


C.,H,,NO,, Ber. N 2,73  CO,H 43,84 


C,,H,,NO,, ” ” 2,83 ” 27,26 
C,.H,,NO, yy B29 » 24,38 
Gef. ,, 3,49 » 23,96, 24,32. 


Wie bereits oben erwihnt, war friiher bei der Einwirkung alkalischer 
Permanganatlésung auf die #-Siure ein amorpher farbloser Stoff erhalten 
worden, der bei der Analyse einen Stickstoffwert von 3,72°/, lieferte. Der 
Zersetzungspunkt dieses Stoffes war unscharf 165°. Es ist nicht ausgeschlossen, 
daB diese Substanz im wesentlichen auch aus der Siiure bestand, die durch 
Permanganat bei Gegenwart von Schwefelsiure aus der 6-Siiure hervorgeht. — 
Das Material der obigen 2. Titration wurde nach Beendigung der Bestimmung 
durch Ansiiuern mit Salzsiiure aus der Lésung ausgefillt und nach lingerem 
Stehen scharf abgesaugt. Umkrystallisieren des Filterritickstandes aus 30°/, iger 
Essigsiiure fiihrte hier zu besonders schén ausgebildeten nadelférmigen 
Krystallen. — DaB in der neuen Siiure der Stickstoff der anhydridartig 
gebundenen Hydroxamsiiuregruppe des Ausgangsmaterials nicht mehr vor- 
handen ist, ergab sich iibrigens schon aus dem negativen Ausfall der Eisen- 
reaktion: die 6-Siiure liefert, wie bereits oben kurz erwiihnt, in alkoholischer 
Lésung mit einem Tropfen Eisen-3-chloridlésung versetzt, eine intensiv braun- 
rote Farbreaktion bzw. beim Stehen einen braunrot gefirbten Niederschlag, 
das Oxydationsprodukt gab dagegen unter den gleichen Bedingungen eine 
hellgelbe Firbung bzw. einen gelblich-weiBen Niederschlag. 


3. Uber die Einwirkung von Chromsaure auf die essigsaure und von 
Permanganat auf die schwefelsaure Lésung von Biliansdure-dioxim 


Die Nitrosoverbindung C,,H,,NO, (VIII) laBt sich aus Bilian- 
siure-7-monoxim (VI) mit Hilfe von drei verschiedenen sauren 
Oxydationsmitteln: Salpetersiiure (D. 1,4), Chromsiure und Kalium- 
permanganat (bei Gegenwart von Schwefelsiure) gewinnen!), Hin- 
sichtlich des Mechanismus der Reaktion ist darauf hingewiesen 
worden, daB im Falle der Salpetersiure-Oxydation die Nitroso- 
gruppe aus der Salpetersiure (bzw. salpetrigen Siure) stammen 
kénnte, wahrscheinlicher aber ist es, daB diese Gruppe wie bei 
der Chromsiure- und Permanganat-Oxydation aus der Oximgruppe 
hervorgeht [Isomerisation und nachfolgende Dehydrierung oder 
Dehydrierung und nachfolgende Verschiebung von Bindungen?)]. 





*) Diese Z. 265, 237 (1940). 
*) Diese Z, 265, 89 (1940); 214, 44 (1933), 
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Der Nitrosokérper VIII war zuerst von H. Kirchhof aus Bilian- 
siure-dioxim (VII) erhalten worden, er bildet sich, wenn das Dioxim 
kurze Zeit bei Raumtemperatur mit Salpetersiiure (D. 1,4) behandelt 
wird. Die Ketoximgruppe des Ringes B erfahrt dabei dieselbe 
Umwandlung wie bei der Oxydation des Biliansiure-7-monoxims, 
wihrend die C: NOH-Gruppe in Ring C oxydativ gespalten wird 
und in eine CO-Gruppe iibergeht. — Im Zusammenhang mit 
anderen Untersuchungen ist jetzt festgestellt worden, daB Bilian- 
siure-dioxim auch durch Chromsiure und durch Kaliumpermanganat 
(bei Gegenwart von Schwefelsiure) zu der Nitrosoverbindung VIII 
oxydiert wird, wenn man einen Uberschuf des Oxydationsmittels 
anwendet, d. h. eine gréBere Menge, als zur Abspaltung von 
2 Wasserstofiatomen erforderlich ist. Die NOH-Gruppe des Ringes C 
wird dann wie bei der Salpetersiure-Oxydation aboxydiert und 
durch Sauerstoff ersetzt. 


0,5 g Bilianséure-dioxim wurden in 45 cem 50°/,iger Essigsiiure heiB 
gelést und die noch heiBe Lésung mit 0,2 g CrO, (p. a. Merck), geldst in 
5 eem 50°/,iger Essigsiure, versetzt. Nach 50 Minuten gab man zu der 
Lésung Wasser hinzu (etwa 120 cem) und krystallisierte die hierdureh er- 
zeugte Ausscheidung nach lingerem Stehen aus 60°/,iger Essigsiiure um: 
hellblaue gut ausgebildete prismenférmige Krystalle in:einer Ausbeute von 
90mg. Zersetzungspunkt: 232—233°, vorher Briunung, fiir die Verbindung VIII 
friiher beobachtet: 236—238° Eine Wiederholung des Versuchs unter gleichen 
Bedingungen fiihrte zu demselben Ergebnis. 


0,1488 g Subst. (bei 110° getr.): 3,5 cem N (23°, 760,5 mm). 
C,,H,,NO, Ber. N 3,02 Gef. N 2,71. 


Der etwas zu niedrig gefundene Stickstoffwert kénnte vermuten lassen, 
daB die Substanz noch nicht ganz rein war, dagegen sprach aber das gute 
Aussehen der Krystallisation; es ist daran zu erinnern, da8 man bei der 
Analyse derartiger Nitrosoverbindungen leicht etwas zu niedrige N-Werte 
findet?). 

0,5 g Biliansiiure-dioxim wurden in 20 cem 50°%/,iger Schwefelsiure bei 
gewohnlicher Temperatur gelést und der Lésung fein gepulvertes Kalium- 
permanganat zugesetzt, bis keine Entfirbung mehr eintrat, die Permanganat- 
farbe vielmehr bestehen blieb (Dauer des Versuchs etwa 20 Minuten). Den 
Uberschu8 an Permanganat beseitigte man dann durch eine kleine Menge 
gepulverten Natriumbisulfits. Hierauf Zusatz von Wasser (etwa 120 ccm). 
Der hellblaue Niederschlag wurde aus 50°/,iger Essigsiure umkrystallisiert: 
hellblaue Nadeln in einer Ausbeute von 0,17 g. Zersetzungspunkt: 236—238°. 


0,1528 g Subst.: 3,85 cem N (18,5°, 761,2 mm). 
C.,H;,NO, Ber. N 3,02 Gef. N 2,96. 





) Diese Z. 177, 292, 293 (1928). 
6* 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist wnbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
tarer. méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemdf auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsitze ermiglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche wnd kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 














Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


W. John und W. Emte; W. John, Ph. Giinther und F. H. Rathmann; 

J. Briickner; Hans Euler, Inez Siberg und Bertil Hégberg; 

P. W. Danckwortt; Herm. Junge; Gerh. Mall und Th. Bersin; 
Hans Fischer, Hans Plieninger und Othmar Weissbarth; 


J. Tischer und R. Seidl; F. Bruno Straub. 





Fiir die hdufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen : 


Diese Z. 


Amer. J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemic. J. 

Bull. Soc. Chim. biol. 
Bull. Soe. chim. 
Chem. Z. 

C. r. Acad. Sci. 


'. Helvet. chim. Acta 


J. Amer. Chem. Soc. 
J. of Biochem. 

J. of Biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. prakt. Chem. 


Landw. Versuchsstat. 


Liebigs Ann. 
Mh. Chem. 
Naturw. 
Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 





== Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

== American Journal of Physiology. 3 

== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

== Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

== Biochemische Zeitschrift. 

== Biochemical Journal. 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

= Bulletin de la Société chimique de France. 

= Chemisches Zentralblatt. 

== Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

== Helvetica Chimica Acta. 

== Journal American Chemical Society. 

== Journal of re poner gr 

== Journal of Biological Chemistry. 

== Journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

== Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. 

== Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere, 

== Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 

Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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Fiir die haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen : 


Diese Z. <= Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 

Arch. f. exper. Path. == [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

Ber. chem. Ges. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Ber. Physiol. == Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. == Biochemische Zeitschrift. 

Biochemie. J. == Biochemical Journal. 

Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bull. Soe. chim. == Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Z. = Chemisches Zentralblatt. 

C.r. Acad. Sci. == Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

Helvet. chim. Acta == Helvetica Chimica Acta. 

J. Amer. Chem. Soc. = Journal American Chemical Society. 

J. of Biochem. = Journal of Biochemistry. 

J. of Biol. Chem. == Journal of Biological Chemistry. 

J. of Physiol. == Journal of Physiology. 

J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstat. = Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

Liebigs Ann. =: Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

Mh. Chem. = Monatshefte fiir Chemie. 

Naturw. == Die Naturwissenschaften. 

Piliigers Arch. == Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

Z. Biol. == Zeitschrift fir Biologie. 

Z. physik. Chem. == Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 





